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Wstep
Odkad odkryto role kwasu deoksyrybonukleinowego (w skrocie DNA) w genetyce, jest

on w centrum zainteresowania wielu dziedzin nauki, bada si¢ jego budowg, strukture i funk-
cje. Wyniki tych badan daly medycynie nowe mozliwos$ci w zakresie prewencji, diagnozowa-
nia i leczenia chorob. Rozwoj biotechnologii pozwolil na tworzenie zmodyfikowanych orga-
nizmow o pozadanych dla cztowieka cechach. Niezwykte wlasciwosci DNA znalazty si¢
W centrum zainteresowan takze elektroniki i fotoniki. Od lat probuje si¢ tam wykorzystywac
materialy biopochodne, starajac si¢ zastapi¢ polimery syntetyczne innymi, biodegradowalny-
mi, o pozadanych wiasciwosciach. DNA, posiadajacy zdolnos¢ transportu tadunku, zostat juz
wykorzystany w elektronice. Jednakze hydrofilowos¢ DNA wyklucza jego powszechne zasto-
sowanie. Istniejg metody modyfikacji DNA, prowadzace do powstawania kompleksow DNA
z innymi czasteczkami, ktore to kompleksy sg bardziej odporne na warunki atmosferyczne,
w szczegdlnosci nie ulegajg tak tatwo rozpuszczeniu w wodzie jak czyste DNA. Jedna z ta-
kich modyfikacji jest taczenie DNA w kompleksy z surfaktantami. Kompleks DNA-CTMA
zostal z sukcesem zastosowany jako warstwa hamujaca elektrony w diodach BioLED,

zwigkszajac luminacje¢ o rzad wielko$ci (Hagen i inni, 2006).

Wptyw hydratacji na elektronowe wtasnosci kompleksow DNA-surfaktant nie jest jesz-
cze doktadnie zbadanym zjawiskiem. Wazna, lecz niezbadang dotychczas cechg tych uktadow
jest trwato$¢ kompleksu zwigzana z zawarto$cig wody. Zebraniu danych do$wiadczalnych
obrazujacych proces hydratowania komplekséw DNA-surfaktant poswigcona zostata niniejsza

praca.

W pracy opisano wyniki badan kompleksow DNA z nastgpujacymi surfaktantami: chlor-
kiem benzalkoniowym (BA), chlorkiem cetylotrimetyloamoniowym (CTMA) oraz chlorkiem
didecylodimetyloamoniowym DDCA. Badano kinetyke i sposob hydratacji tych kompleksow
oraz zachodzace pod wplywem obnizania temperatury unieruchamianie molekut wody. Po-
znanie 1 zrozumienie tych procesow wydaje si¢ niezbedne dla konstrukcji urzadzen technicz-

nych opartych o DNA, a dziatajacych w roznych warunkach atmosferycznych.

W rozdziatach od 1 do 5 zawarto podstawowe informacje teoretyczne, kolejno o DNA,
surfaktantach oraz kompleksach DNA-surfaktant. Nastgpnie oméwiono elementy teorii ma-
gnetycznego rezonansu jadrowego oraz opisano teoretyczne modele izoterm sorpcyjnych.
W rozdziale 6 opisano materiaty i metody wykorzystane w zrealizowanych badaniach. Roz-
dziaty 7 do 9 zawierajg wyniki do$wiadczalne, przy czym w rozdziale 7 opisana zostata kine-

tyka hydratacji badanych kompleksow oraz izotermy sorpcyjne. Rozdziat 8 zawiera wyniki
15



hydratacyjnych pomiaréw sygnatu zaniku swobodnej precesji. W rozdziale 9 omoéwiono po-
miary widm 'H-NMR w funkcji hydratacji oraz temperatury. Rozdziat 10 omawia i podsu-

mowuje uzyskane wyniki badan. Wnioski zawarte sg w rozdziale 11.
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1 DNA

1.1  Sklad i struktura molekularna DNA

Makroczagsteczki kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) zawierajg w sobie zapis ca-
tej informacji genetycznej definiujacej postac i funkcje organizmu. R6znorodnos¢ form zycia
obecnego na Ziemi, odpowiada istnieniu odpowiednio licznej populacji r6znych makroczaste-
czek DNA. Jednakze roznice te ograniczajg si¢ do kolejnosci wystepowania zasad. Wtasnosci
fizykochemiczne makroczasteczki DNA jako catosci sg niezalezne od organizmu, z ktorego
zostala wydzielona. W przeciwnym razie podstawowe procesy zyciowe musiatyby rézni¢ si¢

nie tylko pomiedzy gatunkami taksonomicznymi, ale takze poszczegdlnymi osobnikami.

Po raz pierwszy strukture molekularng DNA poprawnie opisali w swojej pracy Wat-
son i Crick, 1953. Molekuta DNA wedlug ich modelu ma posta¢ podwojnej helisy. Kazda z
nich ztozona jest z monomeréw — nukleotydow, bedacych estrami nukleozydéw oraz kwasu
fosforowego. Nukleozydy sg z kolei zwigzkami zasad azotowych i cukru, w przypadku DNA,
deoksyrybozy (Rysunek 1.1). Fragment pojedynczej nici DNA przedstawiony jest na Rysun-
ku 1.2

HO

OH

HO

Rys. 1.1. Czasteczka deoksyrybozy.

o Zasada azotowa

[} o Zasada azotowa

a4
N

Rys. 1.2. Graficzne przedstawienie fragmentu pojedynczej nici DNA.
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Zasadami wchodzacymi w sktad kwasu deoksyrybonukleinowego sg zasady puryno-
we: adenina (A) i guanina (G) oraz zasady pirymidynowe: tymina (T) i cytozyna (C), przed-

stawione na Rysunku 1.3.

NH, |c|>
N XN N
</ | N (I\NH
N N/) N N//kNHZ
a) H b) H
ﬁ NH,
N) No N/KO
¢) H d H

Rys. 1.3. Zasady azotowe wchodzace w sktad DNA: adenina (a), guanina (b), tymina (c) i cytozyna (d).

Miegdzy zasadami moga tworzy¢ si¢ wigzania wodorowe. Ze wzgledu na budowe che-
miczng, powstawanie dwoch lub trzech koplanarnych wigzan tego typu jest mozliwe tylko w
parach adenina-tymina oraz guanina-cytozyna (Rysunek 1.4). Zasady nalezace do jednej pary
nazywa si¢ komplementarnymi. Dzigki tej wlasnosci dwie pojedyncze nici DNA o komple-
mentarnych ciggach zasad moga si¢ trwale ze soba potaczy¢ wieloma wigzaniami wodoro-
wymi rownoczesnie. Mimo, ze pojedyncze wigzanie wodorowe jest znacznie stabsze od ko-

walencyjnego, ich liczba zapewnia stabilno$¢ makroczasteczki ztozonej z dwoch nici.

H
AN N O------H N/
N—H-------- (/ 74
N
= ) I/ R PR N \
N\ \ Y
\ /AN \p— HN R N= />\N
R’ NJ >/“N N—— H--=mmmmmmeme \
\ % R
O R H
Adenina Tymina Guanina Cytozyna

Rys. 1.4. Wigzania wodorowe pomi¢dzy adening a tyming oraz migdzy guaning a cytozyna.

Na Rysunku 1.5 przedstawiono model podwojnej helisy DNA wg Watsona i1 Cricka, w kto-
rym helisy obrazujg tancuchy fosforanowo cukrowe, natomiast poziome poprzeczki oznaczaja

pary nukleotydow.
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b)

Rys. 1.5. Model podwdjnej helisy DNA. (a) Oryginalny rysunek z pracy Watsona i Cricka (Watson i Crick, 1953) oraz (b)

schemat wspoétczesny (http://www.astrochem.org).

Ze wzgledu na odstep miedzy niémi tworzacymi helis¢, mozna w tej ostatniej wyrdz-
ni¢ dwa tez uksztatltowane helikalnie obszary: duzg bruzde (major groove) oraz malg bruzde
(minor groove). Bruzdy te odgrywaja istotna role¢ w komorce, podczas specyficznego wigza-
nia z biatkami, zachodzacego dzigki przestrzennemu dopasowaniu oraz obecnosci grup funk-

cyjnych wigzacych ligand (Leszczynski i Dunski, 2006).

Czasteczki DNA moga rozni¢ si¢ od siebie liczbg par zasad przypadajacych na jeden
skret helisy, katem skrecenia miedzy sgsiednimi parami zasad, skokiem helisy i kierunkiem
skrecenia, tworzac w ten sposob rozne konformacje, m. in.: B-DNA, A-DNA i Z-DNA (Ry-
sunek 1.6) (Frank-Kamenetskii, 2006). W nastepnej czgsci opisano krotko podstawowe

formy, a takze kilka innych, egzotycznych, otrzymanych na drodze syntetyczne;j.
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Mala
bruzda

Rys. 1.6 Rozne konformacje DNA: (a) B-DNA, (b) A-DNA, (c) Z-DNA (Neidle, 1999).
1.1.1 B-DNA
W przypadku konformacji B-DNA obydwie helisy sa prawoskretne, na kazdy skok he-
lisy przypada 10 par nukleotydow. Pary nukleotydéw sa izomorficzne, tzn. dtugosci wigzan
glikozydowych (miedzy deoksyryboza a zasada azotowg) sg takie same. Dzigki izomorfi-
zmowi powstaje podwojna helisa o regularnej budowie, co umozliwia zapisanie informacji

genetycznej o nieograniczonej dtugosci.

Poniewaz grupy chemiczne nukleotydéw wiazace si¢ z sgsiednimi nukleotydami w ni-
ci DNA sa rézne, dla kazdego nukleotydu mozna zdefiniowa¢ kierunek. Dzigki temu, poje-
dynczy tancuch gléwny rowniez posiada¢ begdzie okreslony kierunek. W podwojnej helisie
B-DNA splecione fancuchy maja przeciwne kierunki, czyli sa antyrownolegle. Pier§cienie
weglowe zwigzanych w pary zasad wyznaczaja natomiast powierzchni¢ ptaska, zorientowana

prostopadle do podtuznej osi symetrii czgsteczki DNA.

W warunkach fizjologicznych (Srodowisko o pH=7, temperaturze 20°C i stgzeniu
NaCl okoto 200 mM) DNA najczesciej przyjmuje forme B. Dotychczasowe badania wskazu-
ja, ze to samo dotyczy warunkow in vivo. Niewykluczone jednak, ze moga we wnetrzu ko-
morki wystepowac czasteczki DNA zawierajace specjalne sekwencje nukleotydow 1 bedace w

innych konformacjach (Frank-Kamenetskii, 2006).

1.1.2 B’-DNA
Z dotychczasowych obserwacji wynika, ze jedynie konformacja B-DNA niewatpliwie

wystepuje w organizmach zywych. Jednak w przypadku, gdy w tancuchu dominujacg zasada
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azotowg jest adenina, a co za tym idzie, w przeciwnym tancuchu najcz¢sciej wystepujaca jest
tymina, DNA przyjmuje konformacje B’. Konformacja B’ jest podobna do konformacji B
Z tym, ze powierzchnia wyznaczona przez zwigzane w parach zasady nie jest plaska, lecz

skrecona na ksztalt §migta pod katem okoto 20° (Frank-Kamenetskii, 2006).

Przewaga adeniny w skladzie DNA powoduje silniejsze skrecenie helisy (Sinden,
1994). Inne konformacje helis DNA odkryte podczas badan biofizycznych r6znig si¢ znacznie
bardziej od B-DNA, niz B’-DNA i dlatego forme B' traktuje si¢ jako wariant formy B (Frank-
Kamenetskii, 2006).

1.1.3 A-DNA

Podobnie jak w przypadku konformacji B’-DNA, konformacja A-DNA moze by¢
wymuszana poprzez sekwencje zasad budujacych czasteczke. Tutaj réwniez istnieja dwie
komplementarne, antyrownolegte nici budujace prawoskretng helisg. Przej$cie z konformacji
B do A odbywa si¢ w warunkach spadku uwodnienia (Ivanov i Krylov, 1992). Powierzchnia
wigzania nukleotydow w A-DNA jest plaska, ptaszczyzna ta jednak nie jest prostopadta do
podtuznej osi symetrii czasteczki DNA Dzigki temu zwigzane pary zasad skrecajac swoja
ptaszczyzng, odsuwaja sie¢ od podluznej osi symetrii i tworza w ten sposob otwarty kanat

wzdhuz czasteczki DNA (Rysunek 1.6) (Frank-Kamenetskii, 2006).

1.14 Z-DNA

Z-DNA jest konformacja znacznie r6znigcg si¢ od opisanych powyzej. Sktada si¢ ona
réwniez z dwoch antyrownolegtych nici, jednak sa one zwinigte lewoskretnie, w przeciwien-
stwie do prawoskretnie zwinietych nici w B-DNA, B’-DNA czy A-DNA. Powstanie tej kon-
formacji wymaga odpowiedniej sekwencji zasad azotowych, ale takze innych czynnikow ze-
wnetrznych, przez co nie powstaje ona w warunkach fizjologicznych. Jej biologiczne znacze-

nie nie jest znane (Frank-Kamenetskii, 2006).

1.15 ps-DNA

Komplementarne nici podwojnej helisy DNA mogg by¢ rowniez utozone roéwnolegle.
Taka konformacj¢ nazywamy ps-DNA (paralel stranded DNA). Powstaje ona w przypadku,
gdy jedynymi zasadami wchodzacymi w sktad nukleotydoéw sg adenina i tymina, a ich se-
kwencja wyklucza antyrownoleglte zwigzanie tancuchow (Rippe i Jovin, 1992). Jesli warunek
ten jest spetniony, to ps-DNA moze formowaé si¢ nawet w warunkach fizjologicznych. Jest
on prawoskretny, jednak tworzone pary AT s3 nazywane odwrdconymi parami Watsona-
Cricka. Mozliwe jest rowniez tworzenie ps-DNA z réwnoleglych nici przy innych sekwen-
cjach, na przyktad w $rodowisku kwasnym, w ktorym moze dojs¢ do tworzenia podwojnej
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helisy wigzanej protonowanymi parami CC+, czyli parami cytozyny z przytagczonym protO-

nem (Frank-Kamenetskii, 2006).

1.1.6 Tripleksy DNA

Jesli DNA sktada si¢ z nici homopurynowej oraz homopiramidynowej, homopirami-
dynowy oligonukleotyd moze zwigza¢ si¢ z istniejgcg czasteczka DNA, wigzac si¢ w glebo-
kiej bruzdzie i tworzac z obecnymi w DNA zasadami tzw. pary Hoogsteena (Moser i Dervan,
1987). Zasady budujace DNA tworza wtedy tzw. triady: C'GC, AAT, TAT, GGC pokazane
na Rysunku 1.7. Tak powstalg struktur¢ nazywa si¢ tripleksem DNA. Powstawanie tripleksow

DNA moze zachodzi¢ jedynie w szczegolnych warunkach (Frank-Kamenetskii, 2006).
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Rys. 1.7. Przyktady zwiazanych wodorowo zasad azotowych budujacych tripleksy: (a) C+GC, (b)AAT, (c) TAT, (d) GGC.

1.1.7 Kwadrupleksy DNA

Nukleotydy, w sktad ktorych wchodzi guanina, tworzg najbardziej réznorodne struktu-
ry. Moga tworzy¢ pary GG, jednak najbardziej stabilng w obecnos$ci kationdw (w szczegolno-
$ci potasowych) otrzymang strukturg jest zwigzek czterech guanin (G4), widoczny na Rysun-
ku 1.8. Struktura taka umozliwia powstawanie czterech zwinigtych helis, nazywanych kwa-

drupleksem DNA.
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Rys. 1.8. Cztery zwigzane guaniny umozliwiajace powstawanie kwadrupleksu DNA.

Inng strukturg budujaca kwadrupleksowe DNA jest zbudowana z cytozyny. Dwa réwnolegte
taficuchy potaczone protonowanymi parami cytozyny (CC") tworza podwojng helise i wigza
si¢ antyroOwnolegle z identyczng parg (Gehring i inni, 1993; Frank-Kamenetskii, 2006).

1.2 Budowa RNA

Czasteczka kwasu rybonukleinowego (RNA), z chemicznego punktu widzenia, jest
bardzo podobna do DNA, jednak w przeciwienstwie do niego jest molekula jednoniciowg (z
wyjatkiem wystepowania jako no$nik informacji genetycznej u niektérych wiruséw). Ta ce-
cha RNA pozwala mu przybiera¢ postaci ztozonych struktur 1 pelni¢ dodatkowo inne role
w komorce, w przeciwienstwie do DNA, ktore stuzy jedynie jako magazyn informacji. R6zni-
ca tkwi takze w budowie chemicznej, mianowicie zamiast deoksyrybozy wystepuje ryboza,
w ktorej na 2’ pozycji miesci si¢ grupa OH, natomiast w przypadku deoksyrybozy sam wo-
dor. Inng rdznicy jest wystepowanie zasady azotowej uracylu (U) (Rysunek 1.9) zamiast ty-

miny (T). Te dwie czgsteczki r6znig si¢ jedynie dodatkowa grupa metylowa obecng w tymi-
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|
E\NH
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H

Rys. 1.9. Uracyl, wchodzacy w sktad RNA

nie.
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1.3 Znaczenie biologiczne DNA

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) ma ogromne znaczenie dla organizméw zywych.
Gromadzi bowiem, reprodukuje 1 umozliwia realizacj¢ informacji genetycznych. DNA jest
heteropolimerem, w sktad ktérego wchodzg cztery rodzaje nukleotydow, ktorych sekwencja
jest kodem genetycznym. Molekuty zasad (adenina A, tymina T, cytozyna C i guanina G) sg
wiec pewnego rodzaju alfabetem umozliwiajagcym zapisanie w postaci sekwencji dowolne;j
informacji genetycznej. Cigg ulozony z nukleotydéw podzielony jest z kolei na sekcje, row-
niez posiadajgce biologiczne znaczenie, nazywane genami. Bezposrednie informacje zawarte
w genach, to informacje o aminokwasach majacych budowa¢ biatka wchodzace w sktad da-

nego organizmu zywego (Frank-Kamenetskii, 2006).

W jadrze komérkowym informacja genetyczna przepisywana jest do RNA, co nazy-
wane jest transkrypcjg. Informacyjny RNA (messenger RNA, mRNA) jest dalej przetwarzany
w rybosomach, gdzie wykorzystujac niesione w kodzie genetycznym informacje, syntetyzo-
wane s3 bialka. Proces ten nazywany jest translacja. Uwaza si¢, ze przeptyw informacji

w komorce (DNA — RNA — biatko) jest jednokierunkowy (Crick, 1970).

Trudno przeceni¢ znaczenie DNA. Z tego tez powodu jest on od lat 50-tych XX wieku
intensywnie badany i lezy w zakresie zainteresowan nie tylko genetyki i medycyny, ale takze
biologii, fizyki i chemii. Uczestniczy w kluczowych dla organizmoéw zywych procesach: tran-
skrypcji 1 replikacji. Obydwa te procesy sa bardzo skomplikowane, ze wzgledu na ztozong
strukture chemiczng DNA oraz RNA, ktére takze uczestniczy w transkrypcji. Musi zostaé
spelniony szereg warunkow, aby te procesy mogty zajs¢. Jednym z wymagan jest, by tancu-
chy DNA mialy odpowiednie zakonczenia. Z jednej strony helisa musi konczy¢ si¢ grupa
3’-hydroksylowa (3 ’-end), a z drugiej grupa 5’-fosforanows (5 -end). W organizmach zywych
synteza DNA nie moze si¢ rozpoczaé, jesli nie jest obecny koniec 3’. Inaczej jest w przypad-
ku transkrypcji. Synteza DNA inicjowana z RNA moze odbywa¢ si¢ bez takiego ograniczenia
(Murray i inni, 2008).

1.3.1 Replikacja

Komorki budujace organizmy zywe cyklicznie si¢ dziela. Aby przekaza¢ informacje
genetyczng kazda z nich przed swoim podziatem, musi skopiowa¢ swdj genom, czyli catos§¢
materialu genetycznego (Murray i inni, 2008). Odbywa si¢ to przez replikacj¢ nici DNA.
Dzieki komplementarno$ci nukleotydow na kazdym z dwodch tancuchow nici, kazdy z nich
moze petnié role matrycy. Jesli wyjsciowa ni¢ DNA zostanie rozdzielona na dwa tancuchy, to

do kazdego z nich moze zosta¢ dotaczony uzupetniajacy tancuch nukleotydow. W wyniku
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tego procesu powstang dwie identyczne podwdjne helisy DNA, kazda z nich zawiera¢ bedzie
jeden tancuch stary i jeden nowy. Replikacja wymaga wigc przed inicjalizacja rozdzielenia
nici helisy (denaturacji). DNA, dzigki duzej liczbie wigzan pomiedzy zasadami azotowymi,
jest w warunkach fizjologicznych czasteczka stabilng. Energia pojedynczego wigzania nie jest
jednak duza i z tatwo$cig moze ono zosta¢ zerwane. Prace t¢ wykonuja wyspecjalizowane
bialka inicjalizujace. Lacza si¢ one w miejscach, w ktorych sekwencja nukleotydow na to
pozwala, zwanych miejscami poczatku replikacji lub ori (ang. origin). Latwiej rozplatane
beda odcinki zawierajace wiecej par AT niz GC, ze wzgledu na mniejszg ilo$¢ wigzan tacza-
cych zasady. Dalej w procesie replikacji zaangazowane jest coraz wigcej wyspecjalizowanych
bialek (zwanych ,,maszyng biatkowa”). Rozwini¢ta z jednej strony ni¢ DNA zaczyna tworzy¢
widelki replikacyjne. Rozplatanie nici rozpoczyna si¢ w wielu miejscach na raz. W kazdym
takim miejscu powstaje para widetek skierowanych przeciwnie i przesuwajacych si¢ w miare
rozplatywania odpowiednio w lewo i prawo, a w miejscach gdzie tancuch jest juz pojedynczy,
zachodzi syntetyzowanie komplementarnego tancucha, dlatego proces ten nazywany jest re-

plikacja dwukierunkowa (Fouche i inni, 2006).

Przytaczanie komplementarnych nukleotydéw do rozwinigtego tancucha w widetkach
dokonywane jest przez polimeraz¢ DNA. Dziatajac migdzy koncami 3’ i 5’ starego tancucha
tworzy ona wigzania fosfodiestrowe budujac w ten sposob nowy lancuch. Przylaczane nu-
kleotydy maja posta¢ wysokoenergetycznych trifosforandw i sg dzigki temu zrodlem energii
odbywajacej si¢ polimeryzacji. Polimeraza nie odiagcza si¢ kazdorazowo po zwigzaniu jedne-
go nukleotydu, lecz przesuwa si¢ kolejno, w kierunku polimeryzacji, budujac nowe fragmenty
fancucha w kierunku od konca 5’ do konca 3’. Poniewaz tancuchy DNA sa chemicznie anty-
rownolegte, a syntetyzowanie nowych tancuchow odbywa si¢ rownolegle 1 jednoczesnie, dla-
tego w miar¢ przesuwania si¢ widetek replikacyjnych, jeden z tancuchéw budowany jest
W sposob ciagly, zgodnie z kierunkiem syntezy 5°—3’ (zwany nicig wiodacg), a drugi w kie-
runku przeciwnym (ni¢ op6zniona). Widetki replikacyjne sg wigc antysymetryczne. Budowa-
nie nici op6znionej odbywa si¢ poprzez syntetyzowanie krotkich odcinkéw (zgodnie z kie-
runkiem syntezy 5’ — 3’), zwanych fragmentami Okazaki, a nastepnie przesunigcie si¢ w
kierunku przeciwnym do kierunku syntetyzowania. Mechanizm ten nazywa si¢ $ciegiem

wstecznym i widoczny jest na Rysunku 1.10.
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Rys. 1.10. Schemat replikacji nici DNA.

Polimeraza DNA, dolaczajac do tancucha coraz to nowe nukleotydy, sprawdza jedno-
czes$nie poprawno$¢ ostatniej pary zasad. Pozwala to na wykrycie i zminimalizowanie bledoéw
podczas replikacji. Jest to jednak jednoczes$nie utrudnieniem, poniewaz polimeraza potrzebuje
do dziatania odcinka juz istniejacego. Do inicjalizowania replikacji musi wigc stuzy¢ inny
mechanizm. Odbywa si¢ on z udziatem enzymu nazywanego prymaza. Syntetyzuje on na
podstawie matrycy krotki odcinek RNA (okoto 10 nukleotyddow), nazywany starterem. Jak
wiadomo, budowa RNA jest zblizona do DNA, mozliwe jest wigc zbudowanie pojedynczego
taficucha RNA komplementarnego do DNA. Tak powstaty krotki odcinek RNA stuzy polime-
razie DNA jako miejsce rozpoczgcia tzw. elongacji. O ile w przypadku nici wiodacej wystar-
czy jeden starter do inicjacji, to w przypadku nici opdznionej potrzebne jest ciggle dziatanie
prymazy i powstawanie nowych starterow, w celu inicjowania tworzenia nowych fragmentow
Okazaki. Aby ni¢ opozniona stata si¢ ciggla nicia DNA, potrzebne jest dziatanie trzech enzy-
mow. Pierwszy z nich, nukleaza, usuwa niepotrzebny juz starter RNA. Kolejny, naprawcza
polimeraza, wykorzystujac sgsiedni fragment Okazaki, wprowadza nowe deoksyrybonukleo-
tydy, czyli zwiazki deoksyrybozy z zasada azotowa. Trzeci enzym, ligaza DNA, wykorzystu-
jac ATP lub NADH, wigze fosforan na koncu 5’ z koncem 3’ kolejnego fragmentu (Murray
i inni, 2008).

1.3.2 Transkrypcja DNA

Transkrypcja jest obok translacji procesem dzigki ktéremu informacja genetyczna
Z DNA jest przekazywana do poszczeg6lnych miejsc w komorce 1 interpretowana jako in-
strukcje potrzebne do syntetyzowania nowych biatek. Pomimo r6znic w budowie chemicznej
DNA i RNA, jezyk za pomoca ktorego zapisywane sg informacje jest taki sam. Pozwala to na
bezposrednie przepisywanie sekwencji DNA na sekwencj¢ RNA. Proces transkrypcji wyka-
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zuje pewne podobienstwa do replikacji. ROwniez tutaj, mechanizm rozpoczyna si¢ od rozple-
cenia krotkiego odcinka nici DNA. Dzieki temu odslonigte zostaja zasady azotowe i jeden
z tancuchow moze dalej stuzy¢ jako matryca. Do nowo powstajacego RNA dolaczane sg ko-
lejno rybonukleotydy, speiniajace warunek komplementarnosci wzgledem istniejgcej nici

DNA (Murray i inni, 2008).

Najbardziej istotng rdznicg migdzy replikacja a transkrypcja jest to, ze w przypadku
transkrypcji, nowo powstate nici RNA nie sg wigzane wodorowo do matrycy, lecz sa od razu
usuwane, a W ich miejscu zostaje odtworzona komplementarna nic DNA. Z tego tez wzgledu
produkowane odcinki RNA sg o wiele krotsze. Czasteczki RNA maja dtugo$¢ maksymalnie
kilku tysigcy nukleotydow, co jest liczbg niewielka w poréwnaniu do 250 milionéw par zasad

ktore mogg budowac czasteczke DNA ludzkiego chromosomu (Murray i inni, 2008).

1.4 Uwodnienie DNA

Franklin i Gosling, 1953, zaobserwowali, ze uwodnienie zmienia rentgenogramy
DNA. Kolejne badania potwierdzaty istnienie powtok hydratacyjnych (hydration shell) z cza-
steczek wody zachowujacych si¢ inaczej niz woda swobodna oraz wpltyw tej hydratacji na
konformacj¢. Obserwowanie wody wigzanej do DNA mozliwe jest za pomoca krystalografii
rentgenowskiej oraz metod NMR (Liepinsh i inni, 1992; Edwards i inni, 1992). Zrozumienie
mechanizméw uwadniania jest niezwykle wazne, poniewaz tworzone wigzania wodorowe
pomiedzy wodg a czasteczka DNA maja wpltyw na wigzania miedzy DNA a innymi czastecz-
kami DNA, a takze biatkami lub lekami. Szereg czynnikéw wptywa bezposrednio na uwod-
nienie DNA. Na przyktad, DNA w konformacji B jest uwodniony bardziej, niz DNA w kon-
formacji A, w tych samych warunkach (Breslauer i inni, 1987). DNA zbudowany z réwnole-
glych taficuchéw uwodniony jest mniej od DNA o tancuchach ulozonych antyréwnolegle, za$
homopolimery DNA utworzone z par nukleotydow AT majg inne wlasciwosci uwadniania od
homopolimeréow utworzonych z par AG. Dupleksy DNA sktadajace si¢ w 55-60 % par AT
wykazuja znaczaco nizszy poziom uwodnienia (Breslauer i inni, 1987). Zwickszenie wzgled-

nego udziatu par AT powoduje takze wigkszg hydratacj¢ (Neidle, 1999).

Molekuty wody moga wigzac¢ si¢ zar6wno z zasadami azotowymi, cukrem badz reszta
fosforanowa. Wiazac si¢ ze sparowanymi zasadami woda zlokalizowana jest w okolicach
matej i duzej bruzdy. Czgsteczka wody wigze si¢ wigzaniem wodorowym z atomami azotu,
tlenu lub wodoru wchodzacymi w sklad zasad, co jest widoczne na Rysunku 1.11. Badania
d[GAATTC], wykazaly, ze woda wigzana jest w malej bruzdzie, w regionie AATT (Drew

I inni, 1981). Molekuta wody wigze si¢ poprzez wodor wigzaniem wodorowym z atomem N3
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w zasadzie purynowej lub O2 w zasadzie piramidynowej, co jest widoczne na Rysunku 1.12a.
Dodatkowo wigzanie wodorowe moze nastapi¢ z czasteczka O4’ w cukrze. W przypadku
wiekszych rozmiarow matej bruzdy (jak na przyktad dla d[CCAACGTTGG];) moze si¢
W niej utworzy¢ podwojny rzad molekut wody (Rysunek 1.12b) (Prive i inni, 1991). Woda
moze gromadzi¢ si¢ takze w duzej bruzdzie, np. w d[CGATCGATCG], (Rysunek 1.12c)
(Grzeskowiak i inni, 1991).
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Rys. 1.11. Schemat przytaczania molekut wody poprzez wigzania wodorowe do par zasad wchodzacych w sktad DNA: (a)
adenina — tymina oraz (b) guanina — cytozyna (Neidle, 1999).
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q B

Rys. 1.12. Uwodnienie B-DNA. Cienkie linie symbolizuja wigzania wodorowe. Woda wiaze si¢ do zasady jednym wigza-
niem wodorowym; (a) Wigzanie wody w matej bruzdzie dla d{lCGCGAATTCGCG], . Wode wigzana z miejscami pierwotnie
wigzacymi symbolizuja duze kule. Woda wtdrnie zwigzana oznaczona jest matymi kulami. (b) Podwojny rzad wody zwigza-
nej w matej bruzdzie w d[CCAACGTTGG],. (c¢) Woda wigzana w duzej bruzdzie w d[CGATCGATCG],. Dwie czasteczki
zwigzane z guaning, wigza si¢ z woda zwigzang z tyming. (d) Woda wigzaca si¢ do grup fosforanowych w
d[CTCTCGAGAG], (Neidle, 1999).

W takcie przylaczania czasteczek wody do nici DNA zbudowanych z takich samych
par zasad azotowych, czasteczki te tworza zgrupowania kilku lub kilkunastu nazywanych
klastrami. W Tabeli 1.1 przedstawiono lokalizacje wody wigzanej z zasadami azotowymi
wchodzacymi w sktad DNA, w trakcie uwadniania konformacji B-DNA, A-DNA oraz Z-
DNA. Dla zasady purynowej budujacej B-DNA hydratacja nastgpuje w dwoch miejscach
wigzacych w matej bruzdzie i w jednym w duzej bruzdzie. Zasady pirymidynowe majg za to
jedynie po jednym miejscu wigzacym w kazdej bruzdzie. Woda zaznaczona przy weglu C6
w tyminie to woda uwi¢ziona mi¢dzy wilasnie tym weglem, a atomem O2P w reszcie fosfora-
nowej. W przypadku konformacji A-DNA wiazanie wody jest podobne, jednak uwodnienie
w duzej bruzdzie jest duzo wigksze niz w malej, co jest w szczegolnosci widoczne dla guani-
ny (Eisenstein i Shakked, 1995), co rowniez widoczne jest w Tabeli 1.1. Uwadnianie konfor-

macji Z-DNA r6zni si¢ od innych, ze wzgledu na lewoskretnosé helisy. W przypadku guani-
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ny, w miejscu matej bruzdy woda wigze si¢ czesciej z atomem N2 niz z N3. W duzej bruzdzie

natomiast wigzaca si¢ woda tworzy poczworng strukturg przestrzenna: w dwoch miejscach

Wiazaca si¢ z atomem O6, a w dwoch z N7 (Neidle, 1999).

Tabela 1.1. Lokalizacja czasteczek wody wiazanych z zasadami azotowymi budujagcymi DNA. W kazdym przypadku duza

bruzda znajduje si¢ w lewym gornym rogu od zasady (Neidle, 1999).

Guanina Cytozyna Adenina Tymina
e®. 6. ®
N7 N oH, 04
B-DNA
NS ng N @ N1 @ N %
@ ' O
A-DNA m @ b\
@
®
&
Z-DNA ® d
@%

W przypadku przytaczania molekut wody do reszt fosforanowych klastry juz nie sa

tworzone, geometria struktur utworzonych przez zwigzang wodg jest bardziej skomplikowana

i silniej zalezna od konformacji (Neidle, 1999).

Konformacja B-DNA w stanie natywnym jest uwodniona do poziomu powyzej 30%

masy. Sie¢ utworzona przez zwigzang wode¢ utrzymuje typowe dla koformacji B wielkosci

bruzd. Dehydratacja ponizej poziomu 30% powoduje utrat¢ tej sieci i zmiane rozmiarow

bruzd. Duza bruzda staje si¢ we¢zsza 1 glebsza, mata bruzda natomiast szersza i plytsza.

Zmiany te powoduja przejscie do konformacji A-DNA (Neidle, 1999).
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Pierwszym zbadanym uwodnieniem DNA o konformacji A byto uwodnienie oligome-
ru o sekwencji d{GGBr’'UABr’UACC]; (Kennarda i inni, 1986). Woda tworzy tutaj w duzej
bruzdzie pentagonalne pierscienie, co jest widoczne na Rysunku 1.13. Dla niektoérych oligo-
meré6w uwodnienie bylo silnie zalezne od temperatury (dla sekwencji d[GGGTACCC],)
(Eisenstein iinni, 1990), w innych przypadkach jest od temperatury niczalezne (dla
d[GGGCGCCC],) (Eisenstein i Shakked, 1995). W przypadku kilku struktur zawierajacych
par¢ CG, dochodzi do tworzenia tancucha z molekut wody w matej bruzdzie, ktore posredni-
cza w oddziatywaniu pary zasad CG z tancuchem fosforanowo cukrowym. Dochodzi wigc do
tak zwanego oddziatywania bruzda-bruzda oraz bruzda-szkielet (groove-backbone interac-

tion).

Rys. 1.13. Uwodnienie A-DNA na przyktadzie d{ GGBr’UABIrPUACC],. Cienkie linie symbolizuja wiazania wodorowe.
Woda przedstawiona jest za pomoca kul (Neidle, 1999).

Tworzenie klastroéw wokol eksponowanych atoméw dla konformacji A i B wyglada
podobnie. Roznica pojawia si¢ w roznej ilosci obsadzen w duzej 1 matej bruzdzie. W przy-
padku B-DNA woda gromadzi si¢ mniej wiecej rownomiernie w matej i duzej bruzdzie, na-
tomiast w A-DNA bardziej obsadzana jest duza bruzda. Wykazywano rowniez, ze woda wig-
ze si¢ z helisa B-DNA stabiej niz z helisa A-DNA. W przypadku A-DNA tworzg si¢ takze
mostki wodne migdzy molekutami wody zwigzanymi z sgsiednimi resztami fosforanowymi
(Neidle, 1999).

Mechanizm uwadniania helisy Z-DNA r6zni si¢ znaczgco od uwadnia A-DNA oraz B-
DNA. W helisie Z-DNA woda penetruje gleboko matg bruzde. Sie¢ molekul wody powstaje
zZ czasteczek powigzanych przede wszystkim z atomami zasad, z obu nici jednocze$nie (Ry-
sunek 1.14a). W przypadku niektorych sekwencji nukleotydow woda moze tworzy¢ mostki

pomiedzy zasadami azotowymi z obu przeciwlegtych nici, tgczac na przyktad dwa atomy O2
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lub dwa atomy N4 cytozyny w parach GC (Rysunek 1.14b). Stwierdzono réwniez tworzenie
mostkéw wodnych pomiedzy sasiednimi helisami, ktore powstaja gdy czasteczka wody wigze

si¢ z resztami fosforanowymi z dwoch sasiednich helis Z-DNA (Rysunek 1.15).

a)

b)

Rys. 1.14. Uwodnienie helisy Z-DNA dla dwoch réznych sekwencji: (a) d{CGU’ ACG]; oraz (b) d[CGCGCG]..

W trakcie uwadniania B-DNA i A-DNA tworza si¢ klastry wody. W przypadku Z-
DNA tworzona struktura zwigzanych molekut wody jest juz bardziej ztozona od tej tworzonej
z B-DNA oraz A-DNA. W malej bruzdzie wigzana woda tgczy si¢ z atomem N2 guaniny,

anie z N3 jak w przypadku A-DNA i B-DNA. Przytaczanie wody do puryn nastepuje z kolei
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na trzy glowne sposoby, miejscach zlokalizowanych na zewnatrz ptaszczyzn zasad azotowych

(Neidle, 1999).

Rys. 1.15. Tworzenie mostkéw wodnych miedzy helisami Z-DNA (oznaczonych literami alfabetu). Cyfry rzymskie numeru-
ja kolejnos¢ nukleotydow (Neidle, 1999).

1.5 Zastosowanie DNA w elektronice i fotonice

W ciagu ostatnich lat podejmowano skuteczne proby zastosowania DNA w elektronice
i fotonice. Udato si¢ je wykorzysta¢ jako element diod elektroluminescencyjnych (Gomez
i inni, 2011), tranzystoréw polowych (Li i inni, 2004), czy swiattowodow (Yaney i inni,
2005).

Mechanizm transportu no$nikéw fadunku w DNA jest od wielu lat intensywnie bada-
ny. Powstato wiele prac sugerujgcych z pozoru sprzeczne wnioski, ze DNA jest przewodni-
kiem, péiprzewodnikiem lub izolatorem. Rozbieznosci te biorg si¢ z faktu, ze przewodnictwo
elektryczne w bardzo silnym stopniu zalezy od czynnikoéw takich jak uwodnienie, temperatu-
ra, dtugo$¢, sekwencja nukleotydow, stopien w jakim komplementarne nici DNA sg potaczo-
ne. Zmiana konformacji DNA moze zaro6wno zwigksza¢ jak i1 zmniejsza¢ przewodnosc

(Genereux i Barton, 2010).

W elektronice opartej na materiatach organicznych DNA stosowane jest, podobnie jak
inne polimery, w postaci cienkiej warstwy uzyskiwanej metoda spin-coating (Ye i inni,
2000). Kwas deoksyrybonukleinowy jest jednak zwiagzkiem hydrofilowym, co wiaze si¢
z silng rozpuszczalnoscia w wodzie. Wlasciwos¢ ta utrudnia tworzenie cienkich warstw, a
takze negatywnie wplywa na przydatnos$¢ elementéw w ktorych zastosowano DNA (poprzez
degradacje chemiczng DNA (Bonnet i inni, 2010)), uzywanych w r6znych warunkach atmos-
ferycznych. Z tego tez powodu podjeto proby zastosowania kompleksow DNA z surfaktanta-

mi. Otrzymane w ten sposob struktury sg rozpuszczalne w alkoholach i rozpuszczalnikach
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niepolarnych (Sergeyev, 1997), zachowuja jednak pozadane wlasciwosci elektryczne (Wang i
inni, 2001). Wykorzystujac kompleks DNA z surfaktantem CTMA jako warstwe hamujaca
elektrony, udato si¢ juz zbudowa¢ diodg¢ elektroluminescencyjna (Hagen i inni, 2006). Ciagle
podejmowane sg proby znalezienia komplekséw DNA z innymi surfaktantami o bardziej ko-
rzystnych wlasnos$ciach elektrycznych, a jednoczesnie bardziej odpornych na zmiany warun-

kow atmosferycznych jak temperatura lub wilgotnosé.
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2 Surfaktanty

Surfaktany (surface active agents), zwane inaczej srodkami powierzchniowo czynny-
mi, sg zwigzkami amfifilowymi. Oznacza to, ze sktadaja si¢ z dwoch czesci: jednej rozpusz-
czalnej w danym rozpuszczalniku — liofilowej oraz drugiej, nierozpuszczalnej — liofobowej.
W przypadku, gdy rozpuszczalnikiem jest woda cz¢sci te nazywa si¢ hydrofilowa (tfatwo roz-
puszczalng w wodzie) i hydrofobowg (fatwo rozpuszczalng w rozpuszczalnikach niepolarnych
I trudno rozpuszczalng w wodzie). Hydrofilowa grupa jest najczesciej przedstawiana jako
jonowa badz dipolowa gltowica, natomiast hydrofobowa jako pojedynczy, podwdjny, badz

(rzadziej) rozgateziony weglowodorowy ogon.

Ze wzgledu na tadunek grup chemicznych w glowicy polarnej, surfaktanty dzieli sie
na niejonowe (nie maja natadowanych grup gtowicy), anionowe i kationowe (o odpowiednio
fadunku ujemnym i dodatnim) oraz zwitterjonowe (o glowicy zawierajacej przeciwnie nala-

dowane grupy chemiczne).

Cechg surfaktantow jest tworzenie agregatow w roztworze. Gdy stezenie czasteczek
amfifilowych jest nieduze, wystepujg one jako monomery. Pojedyncze czasteczki surfaktantu
otaczane sg wtedy przez czasteczki wody, ktore tworzg ,klatke” powigzang wigzaniami hy-
drofobowymi. Dla wyzszych stezen, nastgpuje samorzutna asocjacja czasteczek, prowadzaca
do tworzenia agregatow o rozmiarach koloidalnych, zwanych micelami. W srodowisku wod-
nym micela tworzy agregat z hydrofilowymi glowicami wystawionymi do otaczajacego ja
solwentu, kierujac hydrofobowe ogony ku swojemu $rodkowi. Taki typ miceli nazywa sig
micelg prosta (oil-in-water micelle). W srodowisku niepolarnym wystawienie gtowic hydrofi-
lowych do otoczenia jest energetycznie niekorzystne, dlatego powstaje uktad inwertowany
(water-in-oil), w ktorym grupy hydrofobowe skierowane sg na zewnatrz, a hydrofobowe gto-

wice ukryte sg we wnetrzu miceli (Haranczyk, 2013).

W Tabeli 2.1 umieszczono przyktady granic fazowych wraz z nazwami tworzonych
koloidow oraz przyktadami. W dalszej czesci rozwazane bedzie zachowanie i rola surfaktan-

tOW na granicy ciecz — ciecz, gdzie jedng z cieczy jest najczesciej woda.

35



Tabela 2.1. Podziat uktadoéw koloidalnych ze wzglgdu na stan skupienia (Sobczyk i Kisza, 1981; Haranczyk, 2013).

Faza Faza Rodzaj Nazwa
. ) Przyktady
ciggla rozproszona koloidu szczegotowa
gaz nie istnieje
aerozole cie-
] mgta, chmury,
ciecz aerozole kte (mgty
gaz opary )
(gazozole) koloidalne)

aerozole stale

ciato state dym, kurz (dymy
koloidalne)
gaz piana mydlana piany
lizole,
) ciecz zole (roztworu | mleko, biatko emulsje
ciecz
koloidalne) (emulsoidy)
zole tlenkéw zawiesiny
ciato state metali, wodoro- | koloidalne

tlenkow, farby | (suspensoidy)

Pumeks, styro- '
gaz ] piany stale
pian

piany state
_ ) kwarc mleczny, )
ciato state ciecz pirozole (emulsje
zelatyna, sery
state), zel

szklo rubinowe,
cialo stale zole stale
perty fosforowe

Tworzenie miceli rozpoczyna si¢ przy pewnej progowej wartosci koncentracji surfak-
tantow, zwanej CMC (Critical Micelle Concentration), bedacej jedna z wazniejszych wielko-
$ci charakteryzujacych surfaktanty. Powyzej CMC spadek entropii wywotany gromadzeniem
si¢ molekul surfaktantu nie jest tak znaczny, jak spadek entropii wywotany tworzeniem klatki
z molekut wody otaczajacej monomer. Po wprowadzeniu surfaktantu gromadzi si¢ on w mig-
dzyfazie, obnizajac entalpi¢ swobodna przez obnizenie energii powierzchniowej mi¢dzyfazy

(iloczynu powierzchni 1 napigcia powierzchniowego) oraz usunigcie hydrofobowych czesci
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molekuty surfaktantu z pobliza srodowiska wodnego. Gdy pokrycie powierzchniowe surfak-
tantu zwigkszy si¢ i swobodna energia powierzchniowa (napigcie powierzchniowe) obnizy
si¢, molekuly surfaktantu zaczynaja agregowac¢ w micele, dalej zmniejszajac energi¢ swobod-
ng uktadu przez dalsze zmniejszenie powierzchni styku czesci hydrofobowych surfaktantu
z woda. Zwickszanie ilosci surfaktantu powyzej CMC zwigksza jedynie liczbe miceli.

(Haranczyk, 2013)

Hydrofobowe Hydrofilowe
oddziatywanie oddziatywanie

przyciagajace migdzy glowicami
~—
()= g

Rys. 2.1. Graficzne przedstawienie wielko$ci charakteryzujacych ksztatt surfaktantow wchodzacych w sktad miceli
(Israelachvili, 1985).

Ksztalt surfaktantow wchodzacych w sktad miceli opisuje si¢ za pomocag parametru
zwanego CPP (Critical Packing Parameter) (Israelachvili i inni, 1976), ktorego warto$¢ okre-

$la rownanie

CPP :L, 2.1
| . a

max

gdzie V to objetos¢é zajmowana przez hydrofobowy tancuch, a to pole powierzchni przekroju
poprzecznego hydrofilowej glowicy, a Inax to dlugos¢ tancucha hydrofobowego. Powyzsze

wielkosci przedstawione sg na Rysunku 2.1 (Holmberg i inni, 2002).

W koloidach dochodzi do uporzadkowania i1 tworzenia struktur przedstawionych na

Rysunku 2.2 (Holmberg i inni, 2002).
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CPP>>1
A heksagonalna
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CPP=1
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"Olej w wodzie"
CPP<1/3
micele

v

Rys. 2.2. Fazy koloidow (Holmberg i inni, 2002).
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3 Kompleksy DNA — surfaktant

Mieszaniny rozpuszczalnych w wodzie polimeréw oraz surfaktantow sa obecnie ukta-
dami szeroko stosowanymi w wielu galeziach przemystu, takich jak farmacja, technologia
zywienia, kosmetologia, chemia przemystowa. Wsrod nich uktady biopolimerow i surfaktan-
tow sg intensywnie badane, ze wzgledu na ich szczegdlne wilasciwosci. Oddziatywanie po-
migdzy amfifilowymi czasteczkami a biopolimerami zyskaly zainteresowanie nie tylko ze

strony chemii fizycznej, ale takze biomedycyny, elektroniki i fotoniki (Dias i inni, 2000).

Aby zastosowa¢ DNA w elektronice badz fotonice nalezy wytworzy¢ z niego cienka
warstwe. Warstwy te tworzy si¢ najczesciej technikg spin-coating, ktora wymaga stosowania
dla substancji nanoszonej szybko parujgcego rozpuszczalnika (Strawhecker i inni, 2001).
Utrudnia to zastosowanie DNA rozpuszczalnego w wodzie. Z tego tez powodu zaczg¢to owoc-
nie stosowa¢ w tych dziedzinach techniki DNA w kompleksach z surfaktantami, ktére roz-

puszcza si¢ w szybciej parujacych rozpuszczalnikach.

W mieszaninach czasteczka DNA laczy si¢ z czasteczka surfaktantu wigzaniem jono-
wym tworzac kompleks. Kompleksy DNA 1 kationowych surfaktantow maja wiele zastoso-
wan. Surfaktanty byly uzywane do renaturacji (ponownego taczenia komplementarnych nici
DNA, po uprzedniej denaturacji, czyli separacji tych nici) iligacji DNA (taczenia dwoch
fragmentow podwojnej helisy DNA), w tym celu uzyto m.in. CTAB (bromku cetylotrimety-
loamoniowego) (Pontius i Berg, 1991). Podejmowano takze proby zastosowania kompleksow
DNA-surfaktant do dostarczania informacji genetycznej do komorek (tzw. transfekcja).
W tym celu wykorzystywano uklady koloidalne, w ktorych faza rozpraszang byt kompleks
DNA-surfaktant. Rozmiar i gesto$¢ tadunku uniemozliwia bowiem czystemu DNA przedarcie
si¢ przez btony biologiczne i dotarcie do wnetrza komorki (Lasic, 1997; Ghirlando i inni,
1992).

Surfaktanty kationowe, o glowicy natadowanej dodatnio i hydrofobowym ogonie, sa
szeroko stosowane dla transfekcji droga niewirusowa, dzigki ich zdolnos$ci przestrzennego
zwijania DNA, przylaczaniu do blon komorkowych oraz ich destabilizowaniu. Rozmiar glo-
wy hydrofilowej oraz dlugos¢ hydrofobowego ogona oraz termiczna stabilnos¢ tworzonych
struktur, umozliwiaja surfaktantom kationowym wigksze upakowanie powstajacych komplek-
sow z DNA 1 dzieki temu pozwalajg na zachodzenie zjawiska transfekcji. Efektywnos$¢ trans-
fekcji kompleksow DNA-surfaktant jest scisle zwigzana z ich wlasciwosciami, wynikajacymi
z oddziatywan elektrostatycznych i hydrofobowych oraz geometrii tworzonej struktury. Moz-

liwo$¢ tatwej zmiany parametrow kompleksow poprzez uzywanie roznych surfaktantéw jest
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powodem dla ktorego te uktady biologiczne majg przewage nad catkowicie syntetycznymi

uktadami (Lasic, 1997).

Wykazano zalezno$¢ pomigdzy strukturg surfaktantow kationowych a efektywnoscia
transfekcji. Na przyktad CTAB (bromek cetylotrimetyloamoniowy), surfaktant z jednym ogo-
nem, jest bardziej cytotoksyczny i mniej zdolny do transfekcji niz surfaktanty z dwoma ogo-
nami. Struktury tworzone przez kompleksy DNA oraz surfaktanty kationowe roznig si¢
w zalezno$ci od zastosowanego surfaktantu. Za pomocg mikroskopii elektronowej stwierdzo-

no tworzenie miceli, faz typu pretow lub toroidalnych (Sternberg i inni, 1994).

Surfaktanty stosowane w badaniach referowanych w niniejszej pracy, dysocjuja
W wodzie na anion chloru oraz cz¢$¢ kationowa, posiadajaca dodatni tadunek na atomie azotu.
Roéwniez DNA rozpuszczone w wodzie dysocjuje na aniony sodu (przylaczone do ujemnie
natadowanej reszty fosforanowej) oraz ujemnie natadowane nici, tworzac w ten sposob tzw.

polielektrolit (elektrolit, w ktorym przynajmniej jeden z no$nikow tadunku jest polimerem).

Jezeli w tym samym roztworze obecne bedg czasteczki DNA oraz surfaktantu, docho-
dzi¢ bedzie na drodze wymiany jonowej do wigzania si¢ molekul. Elektrostatyczne taczenie
DNA oraz surfaktantow, zachodzi w roztworach, w ktorych koncentracja surfaktantu, jest
ponizej poziomu CMC. Ilo$¢ tworzonych wigzan jest w tym przypadku liniowo zalezna od
koncentracji surfaktantu. Istnieje jednak pewna graniczna koncentracja (nizsza od CMC),
zwana CAC (Critical Association Concentration), powyzej ktorej taczeniu DNA i surfaktan-
tow towarzyszy¢ bedzie agregacja tworzonych kompleksow. Jezeli koncentracja DNA bedzie
dostatecznie duza, moze dojs¢ do wytrgcania tworzonych kompleksow w postaci osadu

(Holmberg i inni, 2002).

3.1 Konformacja DNA w Srodowisku mieszanin kationowych na przykladzie

DNA-CTAB

Zastosowane eksperymenty synchrotronowe SAXS (Small Angle X-ray Scattering) do
badan nad samoporzadkujacymi si¢ strukturami utworzonymi przez kompleksy DNA-
surfaktant o rozmiarach rzedu setek nanometrow pozwolily stwierdzi¢ tworzenie si¢ fazy la-
melarnej L, oraz inwertowanej (typu woda-w-oleju) fazy heksagonalnej Hy;, utozonej z po-
dhluznych nici DNA naprzemiennie z tubularnymi micelami utworzonymi z surfaktantow
(Koltover i inni, 1998). Przejscie z fazy lamelarnej do inwertowanej heksagonalnej moze by¢
realizowane dwiema drogami. Pierwsza to zmiana krzywizny monowarstwy poprzez dodanie
neutralnego lipidu (helperlipid). Druga to zmniejszenie sztywnosci btony poprzez dodanie

heksanolu oraz neutralnego lipidu. Obydwa sposoby wymuszania przej$cia fazowego, wraz
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z omawianymi fazami, lamelarng L, oraz inwertowang heksagonalng H,,, przedstawiono

schematycznie na Rysunku 3.2 (Koltover i inni, 1998).

Istnieje zalezno§¢ pomigdzy struktura tworzonych faz ciektokrystalicznych, a ich
zdolnoscig do transfekcji. Dla kompleksu w fazie heksagonalnej znacznie tatwiej dochodzi do
transfekcji w komorkach ssakow niz dla kompleksu w fazie lamelarnej (Legendre i inni,
1997). Postugujac si¢ mikroskopia optyczng zaobserwowano, ze liposomy wielowarstwowe
wigzg si¢ stabilnie do liposomow utworzonych z bton biologicznych lub modelowych, nato-
miast kompleksy w fazie heksagonalnej sg niestabilne, gdyz dochodzi do szybkiej fuzji z ma-
teriatem budujacym pecherzyki, a DNA jest uwalniane z kompleksu (Zhou i Chu, 2000).

Rys. 3.1. Schemat obrazujacy dwie rozne drogi przejscia fazowego z fazy lamellarnej L, do odwrdoconej heksagonalnej H,
(Koltover i inni, 1998).

Powstato wiele modeli opisujacych stabilno$¢, oddziatywania i budowe komplekséw
DNA - surfaktant w przypadku tworzenia przez nie struktur lamelarnych, heksagonalnych
i struktur typu random coil (nieuporzadkowanego kiebka) (Zhou i Chu, 2000). Na tworzenie
liposoméw DNA-surfaktant wplyw majg takie czynniki, jak sita tworzonych wigzan jono-
wych, koncentracja DNA oraz surfaktantu, natura przeciwjonéw i kationowej czgsci surfak-
tantow (Zhou i Chu, 2000). Kompleksy powstajace w réoznych roztworach buforowych wyka-
zuja rozng efektywnos¢ transfekcji. Mikrogramy elektronowe uzyskane technikg kriorytu po-
kazaty, ze przy wysokich koncentracjach DNA w roztworze, preferowane jest tworzenie po-
jedynczych liposomoéw, natomiast przy niskich koncentracjach DNA powstawaty uktady la-

melarne, zawierajace powyzej dziesigciu dwuwarstw (Koltover 1 inni, 1998).
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Badania spektroskopii w podczerwieni wykazaly, ze w agregatach lipidowych DNA,
kwas deoksyrybonukleinowy moze przyjmowac nie tylko konformacj¢ B, ale takze A, a na-
wet mieszaniny tych konformacji (Pohle i inni, 2000). Dla uktadu DNA z bromkiem cetylo-
trimetyloamoniowym (CTAB) za pomocg eksperymentow dichroizmu kotowego pokazano,
ze CTAB pozostaje w kompleksie zwigzane z DNA w konformacji B. Dzieje si¢ tak jednak
tylko wtedy, gdy st¢zenie surfaktantu jest wzglednie nieduze (ponizen wartosci, dla ktorej
nastepuje wytrgcanie — precypitacja) (Leal i inni, 2004), dla ktdrego stopien wigzania surfak-
tantu do DNA nie przekracza 60% (Mel'nikov i inni, 1995).

Pomimo wielu prac nad uktadami DNA-surfaktant struktura tych komplekséw nie zo-
stala poznana do konca. Tworzenie agregatéw surfaktantéw odbywa si¢ spontanicznie, nieza-
leznie od warunkoéw. W rozwazanych uktadach wystepuja jednak konformacje DNA, najcze-
sciej A 1 B. Konformacja A wystepuje czesciej, gdy dochodzi do redukceji tadunku czasteczki
DNA, na przyktad na skutek dzialania niskiego ci$nienia atmosferycznego lub w obecnosci
soli. Mozna wigc podejrzewac, ze po dodaniu dodatnio natadowanego przeciwjonu surfaktan-
tu, na skutek redukcji tadunku ujemnego DNA, doj$¢ moze do przejécia z konformacji B, cze-
Sciej wystepujacej w naturze, do konformacji A. Istniejg jednak doniesienia o badaniach spek-
troskopii dichroizmu kotowego, potwierdzajace, ze DNA w kompleksie z surfaktantem pozo-

staje w konformacji B (Spink i Chaires, 1997; Budker i inni, 2002).

Dokonywano takze teoretycznej analizy parametrow struktur fazy heksagonalnej H;
tworzonej przez kompleksy DNA-surfaktant, na przyktadzie DNA-CTAB (Leal i inni, 2004).
Promien przekroju poprzecznego miceli cylindrycznej utworzonej z CTBA jest w przyblize-
niu dwa razy wigkszy od promienia przekroju poprzecznego DNA, dlatego rozsadnie jest
umiesci¢ micele¢ CTAB w $rodku symetrii. Daje to trzy mozliwe rodzaje rozmieszczenia helis
DNA wokot CTAB, pozwalajace neutralizowac tadunek DNA. Na Rysunku 3.2 przedstawio-
no struktury w fazie heksagonalnej H, prostej kompleksow DNA-CTBA dla r6znego upako-
wania, w zalezno$ci od stosunku helis DNA (czarne koétka) do cylindrow utworzonych
z CTBA: 2:1 (a), 3:1 (b) oraz 5:1 (c). Przyjmujac promien helisy DNA réwny 10 A i promien
cylindra CTBA réwny 21.5 A przekroje poprzeczne wynosza odpowiednio (a) 62 nm?, (b) 72
nm? oraz (c) 90 nm? Rysunek 3.2a przedstawia przypadek stosunku 2:1, ktéry odpowiada
sytuacji, gdy ilo$¢ surfaktantu jest zbyt mata by zneutralizowa¢ tadunek DNA. Struktura
przedstawiona na Rysunku 3.2b zapewnia neutralizacj¢ dla DNA w konformacji B, natomiast
na Rysunku 3.2c dla konformacji A. Zaktadajac, ze w formie naturalnej najczgéciej wystepuje
konformacja B, nalezy przyja¢, ze zwykle bedzie dochodzi¢ do tworzenia struktury widocznej
na Rysunku 3.2b (Lasic, 1997).
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Rys. 3.2 Schemat r6znego rodzaju upakowania elektroobojetnych struktur DNA-CTMA (Lasic, 1997).
W wyniku taczenia si¢ mozliwie najwigkszej ilosci jonéw dochodzi do zmiany ksztal-
tu i pola powierzchni przekroju poprzecznego omawianych struktur. Otrzymany w ten sposob

model upakowania widoczny jest na Rysunku 3.3 (Lasic, 1997).

Rys. 3.3 Schematyczne przedstawienie przekroju poprzecznego heksagonalnej struktury kompleksu DNA-CTAB (Lasic,
1997).

43



4 Elementy teorii magnetycznego rezonansu jadrowego

4.1  Klasyczny opis procesu magnetycznego rezonansu jadrowego
Jadra atomowe, z wyjatkiem parzysto-parzystych, posiadaja niezerowy kret wlasny
nazywany spinem jadrowym i oznaczany K . Spin jadrowy wigze sie z momentem magne-

tycznym u zalezno$cia

=K. 4.1

Moment magnetyczny jest wprost proporcjonalny do spinu jadrowego, wspdtczynnikiem pro-
porcjonalnos$ci jest jadrowy wspotczynnik giromagnetyczny, a zwroty obu wektorow sg takie

same. Warto$¢ wspotczynnika giromagnetycznego oblicza si¢ ze wzoru:
€
=g — 4.2
7 =9, 2m,

gdzie gn jest czynnikiem Landego dla jadra, e tadunkiem elektronu, a mp masa protonu. Zgod-
nie z teorig magnetycznego rezonansu jadrowego, jesli jadro posiadajagce moment magnetycz-
Ny i zostanie umieszczone w zewnetrznym, statym polu magnetycznym o indukcji |§0 , 10 jego

energia wyraza si¢ wzorem (Hennel, 1997; Hennel i Klinowski, 2000):
E=-no-B,. 4.3

Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego (MRJ lub NMR, z ang. Nuclear Magnetic
Resonance) polega na selektywnym pochtanianiu energii promieniowania elektromagnetycz-

nego o czestosci spetniajacej warunek o =B, przez jadra o niezerowym spinie umieszczone

w zewngtrznym polu magnetycznym. Konsekwencja takiego pochlonigcia jest zmiana zeema-
nowskich poziomow energetycznych.

Suma momentéw magnetycznych probki na jednostke objetosci probki, jest wielkos$cia

makroskopowa nazywana magnetyzacja jadrowa, M :

M =1L 4.4
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Jezeli probka znajduje si¢ w stanie rownowagi termodynamicznej, to magnetyzacja przyjmuje
kierunek rownolegly z kierunkiem indukcji zewngtrznego pola magnetycznego, czyli: M Héo ,
wtedy wypadkowy wektor indukcji magnetycznej w probcee jest rowny:

B=B,+ M. 4.5

Magnetyzacja jest wprost proporcjonalna do wypadkowego kretu, a wspotczynnikiem propor-

cjonalnosci jest czynnik giromagnetyczny:

M =K. 4.6

Jezeli wektor magnetyzacji zostanie umieszczony w polu magnetycznym o indukcji I§0 I wy-

chylony z potozenia rownowagi, to pojawi si¢ moment sity zdefiniowany wzorem:

T =M xB,. 4.7

Magnetyzacja rozpocznie precesj¢ wokol kierunku wyznaczonego przez o$ Bo, zwang prece-

sja Larmora, z predkos$cig katowa

@y = —7B,. 4.8

Z réwnan 4.6 i 4.7 oraz zasady zachowania momentu pgdu (c;—f =T ) wynika nastepujace

réwnanie ruchu wektora magnetyzacji:

dMm

TZNX@O. 4.9

Rozwazmy uktad wspotrzednych (X°, Y’, Z’=Z), wirujacy z predkoscia katowa @ . W ukla-
dzie wirujacym predko$¢ liniowa V, zwiazana jest z predkoscia liniowa w laboratoryjnym

uktadzie wspotrzednych XYZ relacja
V=V, +oxr, 4.10

gdzie T jest wektorem wodzacym, tgczagcym wspoélny srodek uktadow wirujgcego i laborato-
ryjnego z rozpatrywanym punktem. Réwnanie to obowigzuje tez dla ruchu magnetyzacji ja-
drowej opisanej wzorem 4.9. Mozna wtedy przyjaé, ze rozpatrywany punkt jest koncem wek-
oo df (dM d
tora magnetyzacji, czyli r =M ,aV=—=| —|oraz V, =| — | .
dt dt
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Podstawiajac powyzsze zaleznosci do rownania 4.10 otrzymamy:

!

M _[IM ) | G 411
at | dt

A uwzgledniajac relacje 4.9 dostaniemy:

co po przeksztatceniu przyjmie posta¢ rOwnania ruchu magnetyzacji jadrowej w wirljagcym

uktadzie odniesienia;

M _hix[E+2). 4.13
dt 14
Jezeli wige uktad wirujacy bedzie poruszaé si¢ z predkoscia katowa @ = —;BO = @,, to w tym

uktadzie wektor M bedzie nieruchomy. W uktadzie laboratoryjnym natomiast, wektor M pre-

cesowac¢ bedzie z predkoscia katowa @, wokot wektora indukcji zewnetrznego pola magne-

tycznego |§0 . Jezeli wprowadzimy efektywna indukcje pola magnetycznego w uktadzie wiru-

jacym jako I§ef = I§0 + @ , to rGwnanie 4.13 przybierze posta¢ analogiczng do rownania 4.9:

)

Ruch magnetyzacji bedzie wigc zarowno w uktadzie laboratoryjnym, jak i rotujagcym z pred-

—

=M xB, . 4.14

!

kosciag @, polega¢ na precesji wokot osi wyznaczonej przez wektor I§ef z predkoscia katowa

—

— 7By
Jesli rozwazana probka znajdzie si¢ w obecnosci pola magnetycznego ztozonego
z dwoch sktadowych: statego o indukcji |§0 oraz wirujacego z predkoscia katowa @, zmienne-

go pola B, to efektywne pole w uktadzie wirujacym bedzie dane wzorem:

|

4.15

ef

o]l
[l
W
o
+
~ | &
+

Jesli dodatkowo spetniony bedzie warunek
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@, =—1B,, 4.16

to efektywna indukcja pola magnetycznego w wirujacym ukladzie begdzie rowna jedynie in-

dukcji pola rotujacego, czyli B, =B,. Magnetyzacja ,widzie¢” wigc bedzie tylko pole
B, (nieruchome w wirujacym uktadzie) i wokot kierunku indukeji tego pola odbywac si¢ be-
dzie precesja.

Wirujace pole mozna wytworzy¢ w taki sposob, ze wektor B, bedzie wirowaé
W plaszczyznie prostopadiej do kierunku I§0, wtedy kierunek wektora predkosci katowej be-

dzie réwny kierunkowi wektora indukcji magnetycznej statego pola B,, a pole efektywne

sktada¢ si¢ bedzie z wektora B, + P oraz prostopadtego wektora B, . Jezeli zastosuje si¢ pole
¢ 0 1

magnetyczne |§0 wielokrotnie wigksze od B, , to w przyblizeniu Igef ||Z . Jezeli jednak spetnio-

ny bedzie warunek rezonansu @, =—B,, wtedy B, L Z , magnetyzacja rozpoczyna precesje
wokot nowego kierunku i moze zosta¢ obrécona o dowolny kat z przedziatu od 0 do 2.

Za pomocy stabego, wirujacego pola B, mozna wigc z tatwoscig zmieni¢ potozenie
wektora magnetyzacji, o ile zostanie spetniony warunek rezonansu, czyli predkos¢ katowa
wirowania pola @ bedzie rowne predkosci katowej precesji Larmora 4.8.

Metody impulsowe stosowane w magnetycznym rezonansie jadrowym polegaja na
stosowaniu zmiennego pola B, speiajacego warunek rezonansu, w postaci krotkich impul-

sow. Podczas trwania impulsu trwa obrét magnetyzacji o kat 6 = )Bt,,, gdzie t,, 0znacza czas

trwania impulsu. W praktyce stosuje si¢ impulsy pozwalajace obroci¢ magnetyzacje o kat «
lub Z.
2

Do wytworzenia wirujacego pola wykorzystuje si¢ jedng cewke ulozong w plaszezyz-
nie XY, w kierunku X, wewnatrz ktorej umieszcza si¢ probke. Przeptyw przez cewke zmien-
nego pradu elektrycznego o czgstotliwosci ve spowoduje wygenerowanie oscylujacego pola

magnetycznego. Wytwarzane pole bedzie rowne:
B,.. =12B, cos(ayt), 4.17

gdzie I jest wersorem na osi X, a @, =27v,.

Drgajacy w kierunku osi X wektor B, mozna jednak zgodnie ze wzorem Eulera rozto-

zy¢ na dwa wirujace w przeciwnych kierunkach sktadowe wektory:
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By =i[Bie(imt)+ Biep(-int)]. 4.18

Jesli spelniony jest warunek
27v, =y|By,, 4.19

to jeden z wirujacych wektoréw sktadowych bedzie mie¢ predkos¢ katowa réwna predkosci
Larmora 1 zajdzie zjawisko rezonansu. Drugi wektor, majacy predkos¢ katowa antylarmoro-

wska nie bedzie mie¢ wptywu na uklad spinéw (wypadkowa warto$¢ pola magnetycznego
wynosi¢ bedzie Ber = 2Bo+By, czyli I§ef bedzie niemal réwnolegle do By, wigc nie wywota

obrotu magnetyzacji jadrowej wokoét kierunku By).

4.2  Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego jako absorpcja kwantow
promieniowania
Magnetyczny rezonans jadrowy mozna traktowac jako pochtanianie kwantow energii
promieniowania elektromagnetycznego. Je§li w chwili poczatkowej probka znajduje sie¢

W stanie rownowagi termodynamicznej, to energia oddzialywania z zewng¢trznym statym po-

lem Igo przyjmuje mozliwg najmniejszg wartos¢ (E<0), przy czym kierunek i zwrot wektora
magnetyzacji i indukcji pola éo sg zgodne. Wychylenie magnetyzacji z tego potozenia bedzie

wigc wymagac pochtonigcia energii.

Traktujac klasyczny spin jadra jako operator kwantowy |'=7l, mozna réwnanie 4.1

zapisa¢ w postaci:
a=ml 4.20

Energia jadrowego momentu magnetycznego oddzialujacego z polem magnetycznym jest

okreslona zalezno$cig 4.3, ktdrg mozna w nastgpujacy sposob rozpisac:
E=—ji-B, =—Byu, =—Byl, 4.21

Korzystajac z tego klasycznego wyrazenia, mozna zapisa¢ wyrazenie opisujace operator ener-

gii, zwany hamiltonianem zeemanowskim. Zaktadajac, ze I§0 jest rownolegle do kierunku Z:
H, ==Byal,. 4.22
Operatory H; i I, posiadaja te same wartos$ci wilasne, poniewaz komutuja, dlatego:
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E(m)=—B,ym. 4.23

Réwnaniu 4.23 odpowiadaja dozwolone wartos$ci poziomow energetycznych jadra o wspot-
czynniku giromagnetycznym vy i spinowg liczbg kwantowa I, umieszczonego w zewngtrznym,

statym polu magnetycznym. Poniewaz warto$ci m mogg wynosic:
m=—l—-1+1..,1-11, 4.24
dlatego réznica energii migdzy sgsiednimi poziomami jest rowna:

AE = E(m)-E(m-1) =—B,. 4.25

Spin jadrowy moze wigc zosta¢ przeniesiony na wyzszy poziom energetyczny, przy rowno-
czesnym pochlonieciu kwantu promieniowania elektromagnetycznego o czgstotliwosci spet-

niajacej warunek:

_AE _[B

= , 4.26
h 27

o jest rbwnoznaczne warunkowi rezonansu okreslonego zaleznoscig 4.19. Wida¢ wigc, ze
zjawisko magnetycznego rezonansu jagdrowego mozna takze rozumie¢ jako pochtanianie
przez jadra o niezerowym spinie, umieszczone w zewnetrznym, stalym polu magnetycznym,

kwantow energii promieniowania elektromagnetycznego o rezonansowej czestotliwosci.
4.3  Opis procesow relaksacyjnych

4.3.1 Roéwnania Blocha

Stosowane w badaniach laboratoryjnych probki sktadaja si¢ z bardzo duzej ilosci spi-
néw jadrowych, 1 cm® H,O zawiera 10% jader wodoru. W sytuacji rownowagi termodyna-
micznej, bez obecnosci zewngtrznego pola magnetycznego, wszystkie spiny ulozone sg przy-
padkowo, tak Ze catkowita wypadkowa magnetyzacja jest rOwna zero. W probce umieszczo-

nej w zewnetrznym polu magnetycznym nastgpuje porzadkowanie momentéw magnetycz-

nych. Cze¢$¢ z nich zorientuje si¢ zgodnie z kierunkiem wektora indukcji magnetycznej B,
cze$¢ zas przeciwnie. Niech o§ Z ma kierunek wektora |§0. Jezeli spiny, ktorych skladowa I,

jest rownolegta do BO oznaczymy N*, a spiny ktérych I, ma kierunek przeciwny N, to stosu-

nek populacji obu poziomoéw energetycznych opisany jest w stanie rbwnowago termodyna-

micznej rozktadem Boltzmanna:
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L 4.27
N kT )’ |

gdzie AE oznacza roznic¢ energii dostepnych poziomow, a Kg stalg Boltzmanna. Z rozktadu
tego wynika, ze wigce] momentoOw magnetycznych ustawionych bedzie rownolegle do kie-
runku indukcji pola magnetycznego, co oznacza wigksze obsadzenie poziomu o nizszej ener-

gii. Rdznica ta jednak nie jest duza, mianowicie w polu magnetycznym o indukcji 1 T i tem-

peraturze pokojowej, stosunek NKI . wynosi 10, co jednak wystarcza do wytworzenia mie-

rzalnej rownowagowej magnetyzacji MO. W stanie rownowago termodynamicznej magnety-

zacja ta bedzie rownolegta to indukcji zewngtrznego pola magnetycznego.

Wzbudzony uprzednio uktad spindow, bedzie wraca¢ do stanu rownowagi termodyna-
micznej. Proces ten nazywa si¢ relaksacjg. Przywracanie boltzmannowskiego rozktadu odby-
wa si¢ poprzez oddawanie energii do otoczenia termodynamicznego, zwyczajowo zwanego
siecig. Stad relaksacj¢ z-towej skladowej magnetyzacji nazywa si¢ relaksacja spinowo-
sieciowa. Makroskopowo polega ona na powrocie sktadowej magnetyzacji M; do wartosci
Mo. Poniewaz jest to relaksacja sktadowej rownoleglej do osi pola By relaksacje t¢ nazywa sig

rowniez podtuzng.

Po wychyleniu magnetyzacji z potozenia rownowagi, wartosci skladowych My i My
beda wraca¢ do rownowagi. Wartoscig rownowagowa obu tych sktadowych jest 0. Oznacza

to, ze proces relaksacji spinowo-spinowe;j jest zanikiem obu tych sktadowych.

Powrdt sktadowej M; do wartosci Mg oraz zanik nier6wnowagowych wartos$ci sktado-

wych My i My w wirujacym z predkoscia Larmora uktadzie wspotrzednych opisane sa rowna-

niami:

dM, _ M,

dt T,

dM M

AP —— 4.28

dt T,

M, M,-M,

dt T,

gdzie Ty i T, sa stalymi czasowymi procesu relaksacji, nazywanymi odpowiednio czasem re-
laksacji podtuznej oraz czasem relaksacji poprzecznej. Jezeli precesj¢ magnetyzacji opisuje

rownie;
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M:y(gxl\ﬂ), 4.29

dt

to catkowity ruch magnetyzacji opisany bedzie nastepujagcymi rOwnaniami, zwanymi roéwna-

niami Blocha (Bloch, 1946):

dM, M,

dt _y(BXM)x -|-2’

aM, M,

= y(BxM), " 4.30
M, M,—M,

ot —y(BxM)Z+ T

Jak wiadomo w eksperymentach magnetycznego rezonansu jadrowego stosuje si¢ do-

datkowo oscylujace z rezonansowa czgstoscia @ pole magnetyczne o indukcji B, , niewielkiej

W poréwnaniu z polem Bo . Zgodnie z rozdziatem 4.1 catkowite pole magnetyczne oddziatuja-

ce z magnetyzacjg bedzie opisane wektorem indukcji magnetycznej:

B = iB, cos(awt) + jB, sin(at) +KB,, 431

gdzie 1, j,R to wektory jednostkowe w kierunkach odpowiednio x, y, z. W takim przypadku

réwnania opisujace ruch magnetyzacji beda miaty postaé:

dMm . M
*=y\M B,—M,B;sin(at))- ==,

dt }/( y—0 z-1 ( )) T2

dm M
— Y =y(M,B, cos(awt) - M B, )— -, 4.32

dt T,

d(’;:Z = 7(M, B,sin(wt) - M /B cos(a)t))+ MO_;MZ

1

W ukladzie wirujacym z predkosciag katowa rowna predkosci rezonansowej rownania Blocha

przyjmujg ostateczna postac:

dMm, M,
= (o, —a))My - :
dt T,
dM . M.
Y = (@, —o)M, . +BM, -V, 4.33
dt (a)l 6()) X 7Bl z -I-2
dMm,. M,-M
' _ _ M 0 z ’
dt 7Bl y ]
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gdzie w, =B, jest predkoscia katowa wirowania magnetyzacji wokot efektywnego pola, kto-

re w ukladzie wirujacym rowne jest B, (Hausser i Kalbitzer, 1993).

4.3.2 Relaksacja spinowo-spinowa

Jezeli na uktad spindw w stanie rOwnowagi termodynamicznej zadziatamy impulsem

%, to magnetyzacja zostanie obrocona do ptaszczyzny prostopadtej do kierunku wektora in-

dukcji zewnetrznego pola B,. Po zakonczeniu impulsu, uktad spinéw zacznie precesowaé

=

wokot kierunku wyznaczonego przez wektor B, z czestoscig Larmora. Rozny rzut sasiednie-
go spinu powoduje niejednorodno$¢ pola w miejscu spinu relaksujacego opisang funkcja
chwilowego rozktadu pola. Spiny, ktorych odpowiedzialne za relaksacj¢ sasiedzi maja rozny
rzut momentu magnetycznego jadra beda precesowaty z roznymi predkosciami katowymi.
Jedne szybciej, inne wolniej od czestotliwosci @, =—)B,. Skutkiem tego dochodzi do nieod-

wracalnego rozfazowania spindw nazywanego relaksacja poprzeczna. Dhugos¢ wektora ma-

gnetyzacji bedzie male¢ eksponencjalnie zgodnie z procesami opisanymi rOwnaniami Blocha:

M., =M,, () exp(— th 434

2

Na relaksacj¢ prostopadiej sktadowej magnetyzacji wptyw bedzie mial jeszcze jeden
czynnik. Mianowice zewngtrzne pole magnetyczne Bo nie jest jednorodne w calej objetosci

probki. Powoduje to dodatkowe rozfazowanie spindw i amplituda sygnalu zanika¢ bedzie
z efektywnym czasem relaksacji poprzecznej T, zwiazanym czasem relaksacji poprzecznej
T, zaleznoscia (Timur, 1969):

1 1 N yAB,

*

) 4.35
T, T, 2

gdzie 4By jest miarg niejednorodnos$ci zewngtrznego statego pola magnetycznego w obszarze

probki.
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4.3.3 Relaksacja spinowo-sieciowa i pomiar czasu T,
Roéwnania Blocha opisuja zachowanie powro6t magnetyzacji jadrowej do stanu réwno-

wagowego po zadzialaniu impulsu. Rozwigzanie réwnania ze wzgledu na sktadowa z, daje

informacje o wielkosci sktadowej w kierunku przytozonego zewngtrznego pola BO w chwili t:

M (t) = M{l—Zexp(—_;ﬂ 4.36

1

gdzie Ty jest czasem relaksacji spinowo-sieciowej. Aby wyznaczy¢ T stosuje si¢ impuls =,

ktory odwraca magnetyzacje do wartosci antyrownowagowej — M,. Trwajace procesy relaksa-
cyjne sprawiaja, ze po pewnym czasie 7 osigga warto$¢ M(z), wtedy zastosowanie impulsu %

odwrdci magnetyzacj¢ na plaszczyzng XY. To z kolei spowoduje wyindukowanie w cewce
detekcyjnej sity elektromotorycznej, proporcjonalnej do M,(t). Eksperyment powtarza si¢ dla
innych wartosci 7z, mierzac aktualne wartosci magnetyzacji jadrowej. Metoda ta nosi nazwe

Inverion Recovery i schematycznie zostata przedstawiona na Rysunku 4.1.

Z
H uplyniecie czasu
a.)
= X' T > X'
W YI

lql:

o
N
::1
Y
=

YI

Z
Yl

Rys. 4.1. Schematyczne przedstawienie dziatania impulséw z — 7 — 772 w metodzie Inversion Recovery.
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4.4  Mechanizmy relaksacji

Za relaksacje, zarowno poprzeczng jak i podtuzna, odpowiedzialne sa oddzialywania
spinéw jadrowych z najblizszym otoczeniem chemicznym, a szybko$¢ relaksacji jest wprost
proporcjonalna do kwadratu natezenia tych oddziatywan (Hausser i Kalbitzer, 1993). Relak-
sacja podtuzna wigze si¢ z wymiang energii z otoczeniem, natomiast relaksacja poprzeczna

Z utratg koherencji fazowej pomigdzy spinami jadrowymi.

Wyrézni¢ mozna co najmniej pie¢ oddziatywan powodujacych procesy relaksacyjne:
oddziatywanie dipolowo-dipolowe, anizotropia przesuni¢cia chemicznego, oddziatywanie
skalarne, oddziatywanie kwadrupolowe, oddzialywanie jader z niesparowanymi elektronami

w wolnych rodnikach lub jonach paramagnetycznych (Hausser i Kalbitzer, 1993).

441 Oddzialywanie dipolowe
Protony posiadajag duzy moment magnetyczny, a ich koncentracjach w probkach jest
zazwyczaj duza. Z tego tez powodu oddziatywanie dipolowo-dipolowe protonéw ma na og6t

najwickszy wplyw na relaksacj¢ w probcee.

Oddziatywanie dipolowo-dipolowe homojadrowe bierze si¢ stad, ze dipol magnetycz-
ny u oddziatuje nie tylko z zewnetrznym stalym polem magnetycznym |§0 , ale takze z polem
magnetycznym wytwarzanym przez sasiedni taki sam dipol. Na calkowite pole magnetyczne,
pod wplywem ktorego znajduje si¢ dany spin, oprécz pola I§O , sktada¢ si¢ wiec tez bedzie

dodatkowe pole lokalne B, .. Skladowa tego pola w kierunku wektora indukcji magnetycznej

loc

pola I§0 opisana jest zaleznoscig (Hausser i Kalbitzer, 1993):

2
B :&yz(Bcos 0-1 437

| 1
°“ Arx re

gdzie uo to przenikalno$¢ magnetyczna prozni, r odlegto$¢ miedzy dipolami, u, sktadowa

momentu magnetycznego z w kierunku By, a 6 to kat miedzy wektorem B, a wektorem

I taczacym dwa dipole. Oddziatywanie dipolowo-dipolowe maleje z trzecig potega odlegtosci

miedzy nimi. Jest anizotropowe, zalezy od orientacji wektora taczacego pare spinéw relaksu-
1
jacych i znika, gdy cos’ 0 = 3 (co odpowiada wartosci kata € okoto 55°). Ze wzgledu na te¢

szczegoOlng wlasciwos¢ ow kat nazywa sie ,,katem magicznym”.
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Oddziatywanie dipolowe odgrywa szczegdlng role w ciatach statych. W préobkach
amorficznych badz polikrystalicznych dochodzi do sprzgzenia dipolowego zarowno pomigdzy
sasiednimi jadrami, ale takze z jadrami z sgsiednich czgsteczek. W wyniku tego dochodzi¢
bedzie do poszerzania linii rezonansowej. W cieczach natomiast oddziatywanie to nie ma
wiekszego znaczenia, bowiem w wyniku ruchow Browna, powodujacych szybka reorientacje
czasteczek, lokalne pole zostaje usrednione do zera i oddzialywanie dipolowe zanika. W nie-
ktorych uktadach biologicznych obserwuje si¢ poszerzenie linii, za$ np. w plynach tkanko-

wych linie sg waskie.

Protony moga rowniez oddzialywa¢ z innymi jadrami o spinie %2. Szybkos$¢ relaksacji
wywotanej oddziatywaniem dipolowo-dipolowym heterojadrowym, tj. pomiedzy spinem A

I innym spinem X opisana jest rOwnaniem (Hausser i inni, 1993):

TP \4r e

2
1 _ (ﬂj Yl x T oo 4.38
gdzie 7o to czas korelacji rotacyjnej, bedacy miarg wykonywanych przez czasteczke rotacji.
Z powodu ruchow Browna oddziatywanie to jest zmienne w czasie, a miarg szybko$ci zmian

jest czas korelacji rotacyjnej. Jezeli spiny naleza do réznych czasteczek, to z powodu dyfuzji

rotacyjnej lub translacyjnej zmianie ulega¢ bedzie takze odlegto$¢ miedzy spinami r.

45 Relacja miedzy czasem relaksacji T, a czasem relaksacji T,
Dla relaksacji zachodzacej w uktadzie dwoch identycznych spindw, mozna wykorzy-
stujgc kwantowg teori¢ oddzialywan momentow magnetycznych obliczy¢ szybko$¢ relaksacji

podtuznej (Hennel i Klinowski, 2000):

2 432
126(%) A . 439
T, 20\4z) r° \1+0°c 1+4a’c

gdzie uo to przenikalno$¢ magnetyczna prozni, 7. to czas korelacji, majacy interpretacje fi-

zyczng jako czas w przyblizeniu rowny czasowi potrzebnemu na zmiang potozenia drobiny
srednio o kat rowny \E radiana. Szybkos$cig relaksacji nazywamy odwrotno$¢ czasu relaksa-
cji.

Podobnie mozna obliczy¢ szybkos$¢ relaksacji poprzecznej:

2 432
1=3["°j7? 3+ O 4 2% | 4.40
T, 20\4r) r
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Zaktadajac, ze proces reorientacji molekularnej polega na przeskokach pomiedzy dwoma
réwnocennymi potozeniami rownowagi, oddzielonymi barierg energetyczng o wysokosci Ej,

czas korelacji zalezy od temperatury zgodnie z rownaniem Arrheniusa:
E
T =7,Xp| — —2 |, 4.41
renf 5]

gdzie kg to stata Boltzmanna, a Ea to energia aktywacji wyrazona w jednostkach energii na

mol.

Z réwnania 4.40 1 4.41 mozna wyznaczy¢ zalezno$¢ szybkosci relaksacji podtuzne;j

i poprzecznej od temperatury.

Na Rysunku 4.2 przedstawione sg symulacje zaleznosci szybkosci relaksacji podtuzne;j

1. .1 . . .
T I poprzecznej T od temperatury, przy zalozeniu czestotliwosci rezonansowej
1 2

v =300 MHz, energii aktywacji Ex = -23.7 kJ/mol (przyblizona energia wigzania wodorowe-
go dla wody (Suresh i Naik, 2000)) oraz odlegto$ci miedzy spinami r = 1.97 A.

TIK]

-- 1000 500 333 250 200 167 143
= ;
—
: T

] 1/T2 !

1

1

:

1 1

:

1 1T, 1

1 1

0 1 2 3 4 5 6 7
1000/T

Rys. 4.2. Zaleznosci szybkosci relaksacji podtuznej i poprzecznej od temperatury.
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4.6  Sygnal swobodnej precesji FID

Stosowane w impulsowych badaniach MRIJ krétkie impulsy elektromagnetyczne wy-
sokiej czestotliwosci powodujg wychylenie magnetyzacji z potozenia rownowagi. Po wyta-
czeniu impulsu magnetyzacja rozpoczyna precesje, wracajac jednoczesnie, zgodnie z proce-
sami relaksacyjnymi, do potozenia rdwnowagowego. Ruch ten wywolywaé bedzie prze-
strzenng modulacj¢ pola magnetycznego (Hausser i Kalbitzer, 1993). Zmiana indukcji po-
wstatego w ten sp0osob pola magnetycznego powoduje powstawanie sity elektromotorycznej
na zaciskach cewki stosowanej takze do generowania sygnatow wysokiej czestotliwosci
(Hennel i Klinowski, 2000). Sita elektromotoryczna jest rejestrowana i dalej przetwarzana,
anosi nazwe sygnatu swobodnej precesji FID (Free Induction Decay). Jest on zalezny od

czestosci rezonansowej  oraz amplitudy magnetyzacji (Fukushima i Roeder, 1981).

4.6.1 Transformacja Fouriera

Sygnat zaniku swobodne precesji FID jest obserwowany w domenie czasu. Przejscie
do domeny czgstotliwosci pozwala uzyskaé informacje o czestosciach o fali elektromagne-
tycznej emitowanej przez spiny podczas relaksacji. Przejscie to nazywamy transformacja Fou-

riera.

Jezeli mamy funkcje czasu F(t), taka ze istnieja calki: IF(t)dt oraz _[ ‘F(t)\zdt, to

transformacja Fouriera pozwala uzyska¢ funkcj¢ f(w) w nastepujacy sposob (Hennel i inni,
2000):

() = 217sz (t)exp (—iat)dt 4.42

Dodatkowo majac funkcje¢ f(w) mozna dosta¢ funkcj¢ F(t) stosuja odwrotng transformacje

Fouriera:
17 .
Fit) = [ f(@)ep(iot)dt 4.43
2r °,

W badaniach magnetycznego rezonansu jadrowego, w celu wzbudzenia spindw stosu-
je sie krotkie impulsy o czestotliwosci radiowej. Kazdy taki impuls, nie jest monochroma-
tyczny, lecz polega na wygenerowaniu fali elektromagnetycznej o czgstotliwosciach z pewne-
go zakresu zblizonego do czestosci rezonansowej w. Wraz ze skrdceniem czasu trwania im-

pulsu, szeroko$¢ tego przedziatu czestosci poszerza si¢ (Hausser i Kalbitzer, 1993).
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W wyniku dziatania twardego (bardzo krétkiego) impulsu o poszerzonej szerokosci
spektralnej wszystkie, nawet nierownowazne protony zostang wzbudzone. Rejestrowany za-
nik swobodnej precesji nie bedzie w takim przypadku pojedyncza funkcja eksponencjalna,
lecz ztozeniem wielu réznych funkcji (Hausser i Kalbitzer, 1993). W przypadku gdy badana
probka jest uktadem biologicznym o niskiej hydratacji sygnat swobodnej precesji jest sumg

sygnatu pochodzacego od frakcji stalej Fs oraz od frakcji cieczowej Fy.

4.6.2 Sygnal zaniku swobodnej precesji dla protonow w ciele stalym
Przy zalozeniu, ze hamiltonian jest sumg tak duzej liczby oddziatywan dipolowych, ze
prowadzi do szerokiej linii z niemal lub wcale nierozdzielong struktura, sygnat zaniku swo-
bodnej precesji mozna rozwing¢ w szereg momentow linii:
Mt2 M, t* Mt®

e
F(t) = ZMZn Sy ===t e T 4.44

gdzie My, to kolejne parzyste momenty linii rezonansowej. N-ty moment linii rezonansowej

f(w) wzgledem punktu wg zdefiniowany jest nastepujaco:

0
Iw w,) f(o)de
0

]9 f(w)dew

M =

n

przy czym momenty nieparzyste wynoszg zero (Abragam, 1961).

4.6.3 Zastosowanie funkcji Gaussa w analizie widma NMR oraz FID

W ciele statym pola lokalne nie usredniaja si¢ do zera 1 jadra wchodzace w sktad ba-
danej probki oddziatujg zar6wno z zewngtrznym, stalym polem magnetycznym o indukcji BO ,
jak 1 z lokalnymi polami wytwarzanymi przez sgsiadujace jadra. W kazdym wigc miejscu
lokalne pole bedzie inne, w zalezno$ci od tego jakie jadra sgsiadujg z jadrem rezonansowym.

W przypadku substancji amorficznej rozktad pol lokalnych (a co za tym idzie czestosci rezo-

nansowych) jest przypadkowy i dobrze opisany funkcjg Gaussa (Fukushima i Roeder, 1981):
COZ
f (o) oc exp [— 2] , 4.45
20

gdzie o jest stalg.
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Wazng wlasnos$cig funkcji Gaussa jest to, ze jej transformacja Fouriera rowniez jest

funkcja Gaussa:

242
F(t)ocexp(—gzt) 4.46

Sktadowa zaniku swobodnej precesji pochodzaca od ciala stalego bedzie wigc opisy-
wana krzywa Gaussa. Model ten wielokrotnie pomyslnie wykorzystywano do opisu uktadow
biologicznych, takich jak plechy grzybow zlichenizowanych (Haranczyk i inni, 2000;
Haranczyk i inni, 1998), dentyna (Funduk i inni, 1984; Funduk i inni, 1986; Haranczyk i inni,
1994), ziarna pszenicy (Haranczyk i inni, 1996) czy DNA (Haranczyk i inni, 2010) lub jego
kompleksy z surfaktantami (Haranczyk i inni, 2012; Haranczyk i inni, 2013).

Funkcj¢ Gaussa mozna rozwing¢ w nastepujacy szereg momentow (Abragam, 1961):

- (=00 v 2 oo Mt . _ﬁ :iam (1) par
¢ Ty 2 2 | 4 " '

Drugi moment oznaczono w powyzszym wzorze jako:

M,=a’=_", 4.48

gdzie T, 0znaczany jest przez T, i ma fizyczny sens efektywnego czasu relaksacji poprzecz-

nej.
Poniewaz:

(2ni=2"nl(2n-M, 4.49
mozna zapisac:

M,, =a’"(2n-11. 4.50
Korzystajac z zaleznosci 4.48 oraz 4.50 mozna zapisa¢ roOwnanie:

MZn
(M,)

co pozwala obliczy¢ warto$ci momentow:

+=(2n-1p, 451

=3, 4.52
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=15. 4.53

Powyzsze zalezno$ci mogg stuzy¢ do analizy czesci sygnatu zaniku swobodnej precesji po-

chodzacego od frakcji state;.

4.6.4 Model funkcji Abragama

Rozwinigcie sygnatu zaniku swobodnej precesji w szereg momentdéw (4.44) wykazuje
pewne podobienstwo iloczynu funkcji Gaussa oraz funkcji sincus, tj. funkcji Abragama
(Abragam, 1961):

Fu (t)=e><p(—— a’t’ )SmtIDt 4.54
dajaca si¢ rozwing¢ w szereg:
F,()=1-(@°+= b )—+(3a +2a’h*+= b“)f 4,55
gdzie drugi i czwarty moment sg réwne:
2 1 2
M,=a"+=b 4.56
3
4 2|2 1 4
M, =3a"+2ah +§b : 4.57

Funkcja ta daje lepsze dopasowania do sygnatow zaniku swobodnej precesji od funk-
cji Gaussa w przypadku niektorych probek sktadajacych si¢ z protonow o matej ruchliwoscei,
w ukladach krystalicznych, badZ w fazie szklistej (Dries Van Den i inni, 1998). Sygnat FID
opisywany funkcja Abragama oraz odpowiadajace mu widmo NMR, majace ksztatt kapelu-

sza, przedstawiony jest na Rysunku 4.3.

4.6.5 Dublet Pake’a

W przypadku, gdy za relaksacj¢ jadrowa odpowiada dipolowo-dipolowe oddziatywa-
nie par spindw, a na dodatek orientacja spindw w probce, bedacej cialem statym jest izotro-
powa (proszek izotropowy), otrzymane widmo NMR ma charakterystyczny ksztatt dubletu
Pake’a. W przypadku probki proszkowej, rejestrowany sygnat jest zdominowany przez od-

dziatywanie dipolowo-dipolowe migdzy dwoma najblizszymi spinami, modyfikowany jednak
(poszerzony) oddziatywaniem ze spinami dalszymi. Otrzymane widmo GP(CO) bedzie suma

dwoéch sktadnikéw Gl(a)) oraz Gz(a)), odpowiadajagcym dwoém stanom spinowym sgsiada

(Derbyshire i inni, 2004):
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G, (0)=G,(0)+G,(0), 458
gdzie:
L
G,(w)= Lito|® wprzedzide: —fL<w<L
W2 P ) 4.59
G,(w)=0 pozapowyzszymprzedzialem
oraz
G,(w)= L _w)® wprzedziale: —L<o<iL
@)= 5 P - 5 4.60

G,(w)=0 pozapowyzszymprzedzialem.

Parametr L w powyzszych zaleznosciach jest parametrem okre$lajacym maksymalne rozsz-

czepienie, ktorego wartos¢ mozna obliczy¢ ze wzoru:

2

h

L= (“Oj re 461
A ) r

gdzie r to odlegtos¢ migdzy sasiednimi oddziatujacymi spinami.

Sygnat zaniku swobodnej precesji mozna wtedy policzy¢ korzystajac z transformacji Fourie-

ra, uwzgledniajac dodatkowo poszerzenie wynikajace z oddziatywania z bardziej odlegtymi

spinami (Derbyshire i inni, 2004):

F (1) = exp(—;aztijGp(w)exp(— oMo, 462

gdzie a jest odchyleniem standardowym gaussowskiego poszerzenia funkcji, bedgcym miarg
stopnia poszerzenia rejestrowanego sygnatu. Przykladowe widmo z widocznym dubletem

Pake’a wraz z odpowiadajagcym mu sygnatem FID przedstawiony jest na Rysunku 4.3.
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Widmo NMR Sygnat FID
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Rys. 4.3. Widoczny na widmie NMR dublet Pake'a. Ponizej widoczny sygnat FID opisywany funkcjg Abragama oraz jego
transformacja Fouriera do domeny czgstosci (Derbyshire i inni, 2004).

4.6.6 Zastosowanie funkcji Lorentza w analizie widma NMR
W przypadku probki cieczowej, szybkie ruchy molekularne powoduja usrednianie pol
lokalnych, wskutek czego linia rezonansowa bedzie miata ksztatt funkcji Lorentza:

Aw,
2 4.63

f(co):(

Aa)l/z)z + (Aa))2 ’

gdzie Aw,, 0znacza szerokos¢ potowkows linii rezonansowej, natomiast Ao =@, —o. Istnie-

je zwigzek pomiedzy szerokoscig potowkowa linii rezonansowej, a czasem relaksacji po-

przecznej T,:

Awy, = 'I:'L 4.64

2

Czesto jednak, wskutek niejednorodnosci pola Bo linie rezonansowe sg poszerzone. W takim

przypadku miara szerokosci potowkowej jest efektywny czas relaksacji poprzecznej T,':

1
Aoy, = . 4.65

2

Transformacja Fouriera funkcji Lorentza jest funkcja eksponencjalng. Dlatego tez sygnat za-
niku swobodnej precesji sygnalu pochodzacego od cieczy jest funkcja eksponencjalna.

W przypadku sygnatu pochodzacego z N r6znych rezerwuardéw cieczowych FID ma postac:
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N
Fut)=> L, exp[— TtJ , 4.66
j=1 2L

gdzie N oznacza liczbg r6znych sktadowych cieczowych, L; ich amplitudy, a T2|_j* ich efek-

tywne czasy relaksacji poprzeczne;j.

4.6.7 Sygnal pochodzacy od protonow z ciala stalego oraz cieczy

W niektérych probkach sygnat pochodzi zarowno od ciata statego, jak i od cieczy, bg-
dac superpozycja sygnatu pochodzacego od protondw o matej oraz od protondéw o duzej ru-
chliwoéci. Rejestrowany sygnal zaniku swobodnej precesji bedzie wtedy sumg (Derbyshire
I inni, 2004):

F(t)=f R @)+ f R (1), 4.67

gdzie Fs(t) to sygnal pochodzacy od ciata statego, rowny Fg(t), Fu(t) lub Fp(t), natomiast
FL(t) to catkowity sygnat pochodzacy od protondéw cieczy, omowiony w rozdziale 4.6.6. Mia-
rg udzialu sktadowej stalej oraz sktadowej cieczowej w sygnale, sa wspotczynniki fs i fi.
Schematyczny sygnat FID wraz z widmem NMR pochodzacym z uktadu dajacego sygnat

ciala stalego oraz cieczy, przedstawiony jest na Rysunku 4.3.

relaksacja ET
szybsza
« walniejsza
/
-
domena czasu domena czestosci
+
sygnal od ciala stalego sygnal od cieczy

Rys. 4.4. Zestawienie zanikow swobodnej precesji oraz widm NMR pochodzacych od probki zawierajacej zarowno frakcje
stala, jak i frakcje cieczowa (Derbyshire i inni, 2004).
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5 lzoterma sorpcyjna

Zalezno$¢ pomiedzy masg wody adsorbowanej do powierzchni uktadu a wzgledng wil-
gotnoscig otoczenia, czyli stosunkiem panujacego ci$nienia pary wodnej wzgledem cisnienia
pary nasyconej (h = p/po), nazywa si¢ izotermg sorpcyjng. Rdézne modele teoretyczne opisuja
izoterme sorpcyjng. Warto wymieni¢ cztery z nich: model sorpcji jednowarstwowej Langmui-
ra, oraz modele sorpcji wielowarstwowej Brunauer-Emmett-Teller (BET), model Denta (zwa-
ny tez modelem GAB - Guggenheima, Andersona i De Boera) oraz model GDW
(D’Arcy’ego 1 Watta).

5.1 Model Langmuira

Model Langmuira zaktada jednowarstwowa adsorpcje czasteczek sorbatu do po-
wierzchni sorbentu (Langmuir, 1918). Jego stosowanie dobrze opisuje sorpcje molekut wody
dla niskich pozioméw wilgotnosci srodowiska (ponizej poziomu h = 0.1). ROwnanie izotermy

sorpcyjnej Langmuir’a ma postac:

y bh

. 51
Yy, 1l+bh

Odwrotno$¢ parametru b; wyraza wktad od nieobsadzonych pierwotnych miejsc wiazacych

wode dla wilgotnosci wzgledne p/po= 100%. Jezeli liczb¢ molekut wody na miejsce wigzace
y /Yy, wyrazi si¢ w jednostkach wzglednego przyrostu masy, wtedy rownanie przyjmie po-

staé:

Am _AM bh

m, m, 1+bh’

5.2

gdzie AM / M, jest masa wody nasycajacej miejsca pierwotnie wigzace (Langmuir, 1918).

5.2  lzoterma sorpcyjna model BET

Kolejny z modeli opisuje sorpcje wielowarstwowg. Zaklada przylaczanie si¢ do po-
wierzchni sorbentu pierwszej warstwy molekul wody, a do niej kolejnych warstw, w sposob
sekwencyjny. Zostal zaproponowany przez Brunauera, Emmetta i Tellera (Brunauer i inni,
1938). Dobrze opisuje on sorpcje molekut wody dla wilgotnosci srodowiska nie przekracza-

jace poziomuh=0.4.
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Oznaczmy przez s, liczbg miejsc wigzacych po n czasteczek wody. W réwnowadze
termodynamicznej, Sp musi pozosta¢ state, a liczba molekut zwigzanych do powierzchni jest

rowna liczbie molekul, ktére opuscity pierwszg warstwe, dlatego:

a, ps, = lele_El/RT ) 5.3

gdzie p to ci$nienie, E; to ciepto adsorpcji pierwszej warstwy, a; i z; sg natomiast statymi.
Powyzsza zalezno$¢ jest rownaniem Langmuira dla jednoczasteczkowej adsorpcji uzupeinio-
nym o fakt, Zze parametry a; i z; oraz E; sg niezalezne od liczby molekut ktére zostaty zaad-

sorbowane w pierwszej warstwie.

W stanie réwnowagi termodynamicznej rowniez s; pozostaje state. Warunek ten moze
zosta¢ utrzymany poprzez wymian¢ molekut czterema ré6znymi sposobami: przez kondensacje
na pierwszej warstwie, przez parowanie z pierwszej warstwy, przez parowanie z drugiej war-

stwy i przez kondensacje na powierzchni. Procesy te opisuje rownanie:

E,/RT E, /RT

a,ps, +2,8€ =17,5,6 +a,ps,, 5.4

gdzie parametry ay, z; i E; sg zdefiniowane analogicznie do a3, 73 i E;.

Z réwnan 5.3 1 5.4 dostajemy:

a,ps, = 2,5, =" 55

Kondensacja na pierwszej warstwie musi by¢ rowna predkosci parowania z drugiej warstwy.

Dla kolejnych warstw zachodza procesy opisane nastgpujacymi rOwnaniami:

a;ps, = Z3S3e7E3/RT’

5.6

—E;/RT
a, pPS,_; = Z;S€ .

Powierzchnia catego uktadu jest rowna sumie:

A=>"s, 5.7

natomiast objeto$¢ adsorbentu na powierzchni jest rowna:

V=V, s, 5.8

gdzie V, oznacza objgtos¢ gazu zaadsorbowana na centymetr kwadratowy adsorbujacej po-

wierzchni, pokrytej monowarstwa. Z dwoch powyzszych rownan wynika:
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\Y \4 ZZO IS,

Av, v, ZZO s

5.9

gdzie V,, jest objetoscia gazu zaadsorbowanego, kiedy powierzchnia adsorbentu jest pokryta

monowarstwa.

Nastepnie mozna przyjaé, ze ciepta adsorpcji E; kolejnych warstw sg rowne cieptu

skroplenia E, czyli:

a ponadto:
Z, 13 _
a & a;
gdzie g jest stata, S1, Sy, Ss,...si mozna z Kolei zapisa¢ w jednostkach So:

E,/RT

S, =V5,, gdzie y=(a,/z)p™'",
s, =hs,, gdzie h= (p/g)eEL/RT,
s, =hs, =h’s,,

s, =hs,, =h""s = yh''s, =ch's,,

. Y 40 (g-g)rT
dzie b ===—=e"""",
g LT 2,

Z zaleznos$ci 5.9 wynika wtedy:

v b, i

Vo sy{l+b > hi}

Suma w mianowniku powyzszego rownania moze by¢ zapisana jako:

h

“hl=——.
Z|=1 (1_ h)
Suma z licznika jest z kolei rowna:
i =h Ly o D
= dh —= (1-h)

Podstawiajac 5.18 1 5.19 do 5.17 dostajemy
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v b,h
~ (-h)(d-h+bh)’

5.20

m

W sytuacji nasycenia, czyli gdy p=po, adsorbowa¢ do powierzchni moze nieskonczona
ilo$¢ warstw. Wtedy v = oo, a wzgledna wilgotno$¢ h jest rowna jednosci. Rownanie 5.13 daje

wtedy:

(p,/9)e™'" =1, 5.21

Podstawiajagc powyzsze rownanie do 5.20 oraz wiedzac, ze h=p/p, dostaniemy ostatecznie

réwnanie izotermy:

V= VD, P . 5.22
(Po — P){L+ (b, —1)(p/ po)}

Zalezno$¢ 5.22 opisuje izoterme¢ w ksztalcie litery S.

W przypadku, gdy p<<po rownanie 5.22 przyjmuje postaé:

v=(m pj/(1+ﬂ pj, 5.23
Po Po
co jest szczegolnym przypadkiem réwnania Langmuira.

5.3 lzoterma sorpcyjna model Denta
W 1977 Dent zaproponowat inny model izotermy sorpcyjnej dla sorpcji wielowar-
stwowej. W modelu zaklada si¢ dwa rodzaje miejsc wigzacych molekuly wody: pierwotnie

wigzace oraz wigzagce wtornie do wcezesniej juz zwigzanych czasteczek wody (Dent, 1977).

Model ten definiuje N miejsc wigzacych na powierzchni adsorbentu, sposrod ktorych S jest

pustych, Sl ma zaadsorbowang jedng molekute, 82 dwie itd. Nie wyr6znia si¢ za to molekut

zaadsorbowanych w drugiej i kolejnych warstwach.

W stanie rownowagi na powierzchni adsorbenta istnieje N miejsc wigzacych wodg, to
tzn. tyle samo molekut jest przytaczana co odlaczana od powierzchni. W takim przypadku
stosunki liczb poszczegdlnych rodzajéw miejsc wigzacych wode do catkowitej liczby miejsc

S

wiazacych sa state i wynosza odpowiednio: Wo,ﬁl’ﬁz itd. W takim przypadku mozna

zapisa¢ rOwnania:
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=% g 2 -0,

N dt N N
iﬁzci_api_coi+ap§:0, 5.24
N dt N N N N

l@_ Ss api Ci+ap81=0

N dt N N N N

gdzie a jest wspolczynnikiem przytaczania molekut do wszystkich warstw, C, jest wspot-
czynnikiem odlgczania molekutl z pierwotnych miejsc wigzacych, aC jest wspotczynnikiem

odfaczania molekut dla wszystkich kolejnych warstw.

Z rownan 5.24 wynika:

S _a.s
N C, N’

iziipzi, 5.25
N cc,' N

i-1
Si:(a) a S 5.26
N (C) C, N
Jezeli na powierzchni istnieje S, pustych miejsc wiazacych molekuty, Sl miejsc wigzacych po

jednej molekule i S, miejsc wigzacych po dwie molekuty itd., to $rednia liczba molekut jest

rowna:

= .5 a S a a)’ a\)’
S=>i—t=—p=2|1+2 = |p+3 = | p°+4 —| p®+..|. 5.27
2 CopN{ [ij [ij (ch
W powyzszym rOéwnaniu wystepuje szereg geometryczny, ktdérego sume mozna obliczyc,

wtedy:

e
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Wiedzac, ze:

> =1 5.29
o N
roOwnanie 5.27 mozna zapisa¢ w postaci:
2
1=i+i p(i) 1+(3jp+ (ijp +....
N C, UN C C
Ponownie stosujac sumowanie szeregu geometrycznego dostajemy:
a
- 2 |p
s, )
2= ¢ . 531
N 1+ a p- a p
C, C
Podstawiajac powyzsze roéwnanie do 5.28 dostaniemy:
2 p
_ C,
S = 5.32

e[Sk

a . a .
Pamigtajac, ze h=£ oraz podstawiajac B, =— P, i b= c P, otrzymamy wyrazenie na

Po Co

(62}

.30

srednig ilo$¢ czasteczek wody wigzaca si¢ z jednym miejscem:

Y bh
y  {@=bhYL+bh—bh)’ >33

a
gdzie: h= pﬂ oznacza wilgotnos¢ wzgledna wyrazong utamkiem, b, = c Py, (Dent, 1977).
0 0

Wiyrazajac liczbe molekut przypadajaca na jedno miejsce wiazace Y /Y, za pomoca przyrostu
masy Am/m, dostaniemy wzér izotermy sorpcyjnej Denta w postaci:

Am _ AM b,h

5.34
m, m, (I-bh)l+bh-bh)’

gdzie: AM /m, jest masa wody wysycajacej pierwotne miejsca wigzace, wyrazong w jed-

nostkach suchej masy, b :h jest ilorazem liczby miejsc wigzacych, do ktérych jest
n ITh=1

przytaczonych n+1 molekul, do liczby miejsc wigzacych, do ktérych jest przytaczonych n
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molekut, dla wilgotnosci h =1, natomiast 1 = So jest liczbg pustych miejsc wigzacych

1 1lh=1

do liczby miejsc zwigzanych z jedng molekuta wody dla wilgotnosci h=1.

W modelu Denta parametr b moze si¢ zmienia¢ w przedziale od 0 do 1, co modeluje
sytuacj¢ tworzenia klastrow. Model BET z kolei zaklada stalag wartos¢ parametru réwna

1 (b=1), co nie do konca odpowiada stanowi fizycznemu:

Am _ AM bh
m, m, I-h)d+bh-h)’

5.35

Biorac z kolei warto$¢ parametru b =0 dostaniemy opis pokrycia powierzchni przez mono-
warstwe, czyli model Langmuira:

Am _AM bh

=— : 5.36
m, m, 1+bh
Rownanie 5.35 zapisuje si¢ takze w postaci parabolicznej:
h 2
=A+B-h-C-h", 5.37
Am/m,
: . AM .
Mozna rowniez wyrazi¢ parametry ! b, b za pomoca statych A, Bi C:
0
AM_ 1 5 38
m, Ab’ '
b, = B +2b, 5.39
A
VB? +4AC - B
p=121 . 5.40
2A
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5.4  lzoterma sorpcyjna model GDW
Model izotermy sorpcyjnej GDW opisuje sytuacje, w ktorej molekuta zwigzana do
powierzchni moze by¢ miejscem wigzacym dla wigcej niz jednej molekuty z kolejnej war-

stwy. Izoterma ta opisana jest rownaniem (D'Arcy i Watt, 1970):

Am Kh 1-b(l-wh

——=AM/m,
m, 1+Kh 1-bh

5.41

Parametry izotermy sorpcyjnej wedlug modelu GDW zwigzane s3a z parametrami izotermy

sorpcyjnej wedlug modelu Denta nastepujacymi zaleznosciami (Furmaniak i Terzyk, 2009):

(AMJ Z(AM} Keow 5 4
m, Dent m, GDW KGDW _bGDW

leent = bGDW + KGDW 1 543

5.44

Boent = Popw -

W modelu GDW pojawia si¢ dodatkowy parametr w, nieobecny w modelu Denta, be-

dacy stosunkiem molekut wigzanych wtornie, do ilosci molekul wysycajacych pierwotne
miejsca wigzace. W przypadku, gdy parametr w = 1 (woda zwigzana do miejsca pierwotnie
wiazacego staje si¢ miejscem wigzacym dla jednej molekuly wody z kolejnej warstwy), mo-
del GDW upraszcza si¢ do modelu Denta. Warto$¢ parametru W < 1 oznacza, ze nie wszystkie
molekuty pierwotnie wigzane do powierzchni sorbentu sg dostgpne dla molekut z kolejnych

warstw — przypadek porowatych powierzchni (Rysunek 5.1).

Rys. 5.1. Schematyczne przedstawienie wigzania molekut wody do powierzchni sorbentu, w zaleznosci od wartoéci parame-
tru w; pomaranczowe kotka — miejsca pierwotnie wigzace wodg, niebieskie kotka — molekuty wody (Furmaniak i inni, 2007).
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6 Materialy i metody

6.1 Preparatyka prébek

6.1.1 Surfaktanty uzyte w eksperymentach
Badaniom poddano kompleksy DNA z trzema surfaktantami: BA, CTMA oraz

DDCA. Ponizej przedstawiona jest specyfikacja kazdego z tych surfaktantow.

Chlorek benzalkoniowy (ang. benzalkonium chloride, w skrocie BA) jest zwigzkiem
0 wzorze sumarycznym Ci7H3oCIN. W warunkach normalnych jest amorficznym cialem sta-
tym, majacym postac biatego proszku, lub zelowatych fragmentéw. Jest substancja tatwopal-
ng, higroskopijng i tatwo rozpuszczalng w wodzie. Temperatura topnienia BA jest rowna
40°C, gestos¢ w temperaturze 20°C wynosi 0.98 g/cm?, natomiast pH zawiera si¢

w przedziale 5 — 6. Wzor strukturalny BA przedstawiony jest na Rysunku 6.1.

Rys. 6.1. Wzor strukturalny chlorku benzalkoniowego.

Chlorek cetylotrimetyloamoniowy (C19H42CIN, ang. cetyltrimethylammonium chloride
lub hexadecyltrimethylammonium chloride, w skrocie CTMA) jest amorficznym ciatem sta-
tym o postaci biatego proszku. Jest substancjg higroskopijng, tatwo rozpuszczalng w wodzie.
Jego temperatura topnienia jest rowna 234°C, masa molowa 320.01 g/mol, gestos¢ w 20°C
wynosi wynosi 0.968 g/cm?, natomiast pH zawiera si¢ w przedziale 6 — 8. Wzor strukturalny
CTMA przedstawiony jest na Rysunku 6.2.

\ +/\/\/\/\/\/\/\/\
~ N\

Cl

Rys. 6.2. Wz6r strukturalny chlorku cetylotrimetyloamoniowego.

Chlorek didecylodimetyloamoniowy (CHssCIN, ang. didecyldimethylammonium

chloride, w skrocie DDCA) w warunkach normalnych jest bezbarwna, tatwopalng ciecza.

Masa molowa jest rowna 362.08 g/mol, gestos¢ w 20°C wynosi 0.95 g/cm?, natomiast pH 6.5.
Wzor strukturalny DDCA przedstawiony jest na Rysunku 6.3.
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Rys. 6.3. Wz6r strukturalny chlorku didecylodimetyloamoniowego.

6.1.2 Synteza komplekséw DNA surfaktant

S6l sodowa DNA (aniony sodu przylaczone do ujemnie natadowanej reszty fosfora-
nowej), uzyskana z mleczu oraz ikry tososia, zakupiona zostata od Chitose Institute of Scien-
ce and Technology w Japonii (CIST). Masa atomowa molekul byta rowna $rednio 1.3- 10° Da,

a czystos¢ preparatu byta wigksza niz 96%.

Do 33.3 ml dejonizowanej wody dodano 200 mg soli sodowej DNA. Nastepnie roz-
twor mieszano przez trzy godziny mieszadtem magnetycznym w temperaturze pokojowej, co
pozwalato uzyskaé przejrzysty, homogeniczny i lepki roztwor. Nastepnie preparat poddano
przez 100 minut sonifikacji (dziataniu ultradzwiekéw) w stabilizowanej temperaturze, w celu
fragmentacji DNA i zredukowania tym samym masy atomowej oraz zmniejszenia lepkosci
roztworu. Nastepnie przez 20 godzin kroplami dodawano uprzednio przygotowany roztwor
200 mg surfaktantu do 150 ml dejonizowanej wody, czemu towarzyszyto ciggle mieszanie.
Tak przygotowana mieszanina byta filtrowana, przeptukiwana dejonizowana woda w celu
pozbycia si¢ nieaktywnych czasteczek surfaktantu i powstatej soli NaCl, a nastgpnie suszona
(Haranczyk i inni, 2012). Otrzymane substancje mialy posta¢ bialego proszku o matej ziarni-
stosci. Wszystkie wykorzystane kompleksy DNA z surfaktantami zsyntetyzowano w Samo-

dzielnej Katedrze Chemii i Technologii Polimerow Politechniki Krakowskiej.

6.1.3 Oznaczanie zawartos$ci metali w DNA oraz kompleksach DNA-surfaktant
Zawarto$¢ zanieczyszczen badanych substancji metalami bytly wykonane za pomoca
spektrofluorymetru catkowitego odbicia promieniowania rentgenowskiego (TXRF, ang. Total
Reflection X-ray Fluorescence) Rigaku NANOHUNTER. Pomiar TXRF polega na analizie
rejestrowanego promieniowania charakterystycznego pierwiastkow, wzbudzanych uprzednio
promieniowaniem rentgenowskim. Oznaczanie wykonywane bylo wzgledem dodanego do
badanych preparatow germanu. Substancje badane byly w postaci cienkich warstw otrzyma-
nych metodg spin-coating z roztworéw isopropanolu. Zawarto$ci zanieczyszczen zamiesz-

czone sg w Tabeli 6.1.
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Tabela 6.1. Oznaczone technika TXRF zawarto$ci metali w DNA oraz kompleksach DNA-surfaktant; german zostat dodany
do badanych probek jako wzorzec.

pierwiastek | ppm (wt.) | pierwiastek | ppm (wt.)

DNA DNA-BA

Ca 25.551 Ca 9.096
Fe 0.938 Fe 2.483
Cu 0.433 Ni 0.267
Zn 0.393 Cu 0.749
Ge 381.000 Zn 7.567
Ga 0.547

Br 0.213

Ge 158.000

DNA-CTMA DNA-DDCA

Ca 14,154 Ca 19.602
Cr 0.424 Fe 3.487
Fe 6.241 Ni 0.481
Cu 1.425 Cu 1.804

Br 1.203 Zn 11.572
Ge 255.000 Ga 0.569

Ge 267.000

Stwierdzono obecno$¢ metali bloku d: zelaza, niklu, miedzi i cynku, ponadto wapnia,
gadolinu i bromu. Zwraca uwage kilkukrotnie wyzsza zawarto$¢ zelaza i miedzi w komplek-

sach DNA-surfaktant w porownaniu do zawartosci tych metali w natywnym DNA.

6.1.4 Pomiary masy

Masa mierzona byta grawimetrycznie na wagach elektronicznych. Do zgrubnego po-
miaru stuzyta waga WPS 600/C, podajaca mase¢ z doktadnoscig 1072 g. Do doktadniejszych
pomiaréw postugiwano si¢ waga Radwag WAX 110 mierzaca z dokladnoscia 10 g. Pomiary

wykonywane byly w temperaturze pokojowe;.

6.1.5 Woyznaczanie suchej masy

Sucha masa wyznaczana byla po wygrzewaniu probki w temperaturze 70°C. Pomiar
masy dokonywany byt co p6t godziny. Po pieciu dniach nie stwierdzano dalszego ubytku ma-
sy. Temperatura byla tak dobrana, aby unikng¢ ewentualnej zmiany struktury probki. Powyzej
niej w roztworze rozpoczyna si¢ bowiem proces odwracalnej denaturacji DNA. Nie wiadomo,
czy i jak analogiczny proces przebiega w przypadku stalych kompleksow DNA. Temperatura
70°C jest jednak uzywana do wyprazania innych ukladéw biologicznych, jak np. plechy
porostow 1 pozwala unikng¢ rozktadu niektorych organicznych sktadnikow plechy (Gaff,

1977), dlatego przyjeto ja jako odnosnik we wszystkich pomiarach.
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6.1.6 OkreSlanie poziomu uwodnienia
Poziom uwodnienia badanych probek okreslany byt jako przyrost masy Am/mg, zgod-
nie z rOwnaniem:
m —m,

Am/m, = - , 6.1
0

gdzie m to masa probki o danym uwodnieniu, a Mg to sucha masa, ktérej wyznaczanie opisane

jest powyzej.

6.1.1 Dehydratacja probek

Przed uwadnianiem, probki byty inkubowane przez 240 godzin w srodowisku nad ze-
lem krzemionkowym, o wzglednej wilgotnosci h = p/po = 0. W wyniku dehydratacji probki
osiggnety nastepujace uwodnienie Am/my = 0.064+0.001 (DNA-BA), Am/my = 0.108+0.001
(DNA-CTMA) oraz Am/mq = 0.082+0.002.

Pomiary tras hydratacyjnych wykonywane byly w srodowiskach o réznej wilgotnosci
utrzymujacych si¢ nad roztworami przesyconymi soli, kwasu fosforowego oraz nad po-
wierzchniag wody. Wykorzystane substancje oraz uzyskane dzigki nim wzgledne wilgotnosci

zamieszczono w Tabeli 6.2.

Tabela 6.2. Substancje wykorzystywane do uzyskiwania odpowiednich wilgotno$ci wzglednych w trakcie hydratacji probek.

substancja h = p/po substancja h = p/py
H3PO, 9 % NH4NO; 63 %

KC2H302 23 % Na28203 76 %
CaCl, 32 % K,CrO, 88 %
K,CO; 44 % Na,SO, 93 %

Na,Cr,0; 52 % K,S0, 97 %

Probki do pomiaréw hydratacyjnych NMR uwadniano w dedykowanych probowkach

NMR nad powierzchnig wody, az do uzyskania odpowiedniego poziomu uwodnienia.

6.2 Skaningowa Kkalorymetria roéznicowa — wyznaczani temperaturowej

stabilnosci komplekséw DNA-surfaktant

Kalorymetr do pomiardow skaningowej kalorymetrii roznicowej (DSC, Differential
Scanning Calorimetry) sktada si¢ z dwoch takich samych uktadow. W jednym z nich umiesz-
czone jest aluminiowe naczynko, z badang probka w $rodku. Czes$¢ te oznacza si¢ literg S
(ang. Sample). W drugim poduktadzie znajduje si¢ identyczne, naczynko z substancja wzor-
cowa (R, ang. Reference) lub puste. Oba uktady wyposazone sa w osobne grzatki i termome-
try oporowe.
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Rys. 6.4. Schemat ideowy kalorymetru DSC (Wrébel i inni, 2006).

Idea doswiadczenia jest podgrzewanie lub chlodzenie obu naczynek, przy utrzymywa-
niu w obydwdoch takiej samej temperatury. Poniewaz naczynko z badang substancja oraz refe-
rencyjne maja rézng pojemnos¢ cieplng, rézna musi by¢é moc dostarczana do obu grzalek.
Roznica wartosci tych dwoch mocy przedstawiona jako funkcja temperatury nazywana jest
krzywa DSC. Poniewaz w probce referencyjnej nie zachodza zadne przejscia fazowe, nagla
zmiana mocy grzatki S §wiadczy¢ bedzie przejsciu fazowym, a jej wartos¢ bedzie miarg cie-
pta. Uzyskane w ten sposob krzywe, oprocz informacji o przejsciach fazowych i odpowiada-
jacych im temperaturach, pozwalaja wyznaczy¢ entropi¢ oraz entalpie przejscia. Entalpie
przejscia AH liczy si¢ ze wzoru:

AH =k-A, 6.2

gdzie Kk jest stata wyznaczona na podstawie analizy probek o znanej entalpii, natomiast A, jest
polem powierzchni pod pikiem opisujacym przejscie.

Pomiary kalorymetryczne wykonano w Zaktadzie Inzynierii Nowych Materiatow In-
stytutu Fizyki UJ na kalorymetrze DSC Perkin ElImer Diamond 6000 DSC i przeprowadzone
zostaty dla czystego DNA oraz dla komplekséw DNA-BA, DNA-CTMA oraz DNA-DDCA
dla probek uwodnionych w atmosferze o wzglednej wilgotnosci p = 0.76% do poziomow:
DNA Am/my = 0.50, DNA-BA Am/my = 0.13, DNA-CTMA Am/mg = 0.20 oraz DNA-DDCA

Am/mg = 0.18. Pomiary wykonywano z szybkoscig grzania i chtodzenia 10°C/min.

Podczas ogrzewania czystego DNA pojawia si¢ pik, niewidoczny podczas chtodzenia
oraz podczas ponownego ogrzewania probki. Onset piku znajduje si¢ w temperaturze 74.1°C,
maksimum w 81.88°C, a koniec w 86.09°C. Potozenie tego piku w innych pomiarach kalo-
rymetrycznych wyniosto 75.5°C i bylo interpretowane jako denaturacja DNA (Duguid i inni,
1996; Lee i inni, 2006). Entalpia przejscia wyniosta AH = 13 kJ/g, co odpowiada wartosci
10°° kJ/mol.
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Rys. 6.5. Skany kalorymetryczne DSC czystego DNA o wysokim poziomie uwodnienia (4m/mq = 0.50); widoczny pik od-

powiadajacy denaturacji; linia ciggla — grzanie, linia przerywana — chtodzenie, linia kropkowana — ponowne grzanie.

Dla kompleksow DNA-surfaktant w zakresie temperatur od 30°C do 160°C nie zaob-

serwowano pikow odpowiadajacych przejsciom fazowym lub denaturac;ji.

W celu analizy pirolizy 1 rozkladu substancji wszystkie probki ogrzano do temperatur
przekraczajacych 200°C. Rozktad nastgpit w temperaturach T = 177°C dla czystego DNA
oraz T = 172°C dla DNA-BA, T = 161°C dla DNA-CTMA oraz T = 162°C dla DNA-DDCA.

6.3 Pomiary magnetycznego rezonansu jadrowego

6.3.1 Spektrometr MRJ 30 MHz

Badania relaksacyjne magnetycznego rezonansu jadrowego wykonano na impulso-
wym spektrometrze MRJ WNS HB65 skonstruowanym przez Waterloo NMR Spectrometers,
Waterloo, Onario, Kanada. Wytwarzane przez elektromagnes pole magnetyczne o indukcji
0.7 T odpowiada czestotliwosci rezonansowej protonéw 30 MHz. Stosowano czasy impulséw
2 = (1.4 — 1.5) ps, dla mocy impulsu réwnej 400 W. Czas repetycji wynosit 2.003s. Pomiary
przeprowadzano w temperaturze pokojowej, a kazdy pomiar akumulowany byt z 2000 akwi-

zycji. Czas martwy spektrometru wynosit 10 ps.

Do projektowania impulséw stuzyt komputer typu IBM-PC. Postugiwano si¢ progra-
mem TEX, dostarczonym przez producenta spektrometru, pracujacym w systemie operacyj-
nym DOS. Zaimplementowana sekwencja przekazywana byla do programatora impulsow,

ktory generowal schodkowy sygnat elektryczny o amplitudzie 5 V i zadanym czasie trwania.
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W czasie nadawania impulsu generowany jest sinusoidalny sygnat o czestotliwosci
10 MHz, ktéry po dostarczeniu do powielacza czestotliwosci modulowany jest do sygnatu
0 czestotliwosci 80 MHz. Dalej sygnat jest rozdzielany do czterech mieszaczy, w ktérym na-
stepuje amplitudowa modulacja impulsami prostokgtnymi generowanymi przez programator
impulsow. Nastepnie impulsy mieszane sg z sygnatem 110 MHz. Po przejsciu przez filtr dol-
noprzepustowy powstaje sygnal 30 MHz, czyli o czgstotliwosci larmorowskiej dla protonow
I 0 zadanym czasie trwania. Sygnal ten jest nastepnie wzmacniany i przesylany do glowicy

pomiarowe;j.

Miedzy nabiegunnikami elektromagnesu wytwarzajacego state pole magnetyczne
o0 indukcji Bo znajduje si¢ glowica pomiarowa (Probehead), bedaca uktadem LC, stuzaca

zarowno do nadawania, jak 1 odbierania sygnatu. Gtowice dostraja si¢ do czg¢stotliwosci rezo-
nansowej za pomocg kondensatora o zmiennej pojemnosci. Wirujagca magnetyzacja probki
znajdujacej si¢ wewnatrz cewki nadawczo-odbiorczej indukuje w niej site elektromotoryczng.
Sygnal ten jest wstepnie wzmacniany w przedwzmacniaczu, nast¢pnie mieszany z sygnatem
0 czestotliwosci 110 MHz. Dalej nastepuje wyodrebnienie sygnatu o czestotliwosci 80 MHz
filtrem pasmowo-przepustowym i dalsze wzmocnienie o zadanej wielkosci w segmencie
GAIN. Po demodulacji synchronicznej lub diodowej, sygnal poprzez dzielenie elektroniczne
jest odfiltrowywany od czestotliwosci larmorowskiej. Uzyskuje si¢ w ten sposob zanik swo-
bodnej precesji (FID), czyli obwiedni¢ rejestrowanego sygnatu, przesylany ostatecznie do
oscyloskopu oraz do karty cyfrowego oscyloskopu Compuscope 2000 znajdujacej si¢ w kom-
puterze PC 80386.

Otrzymane dane analizowano za pomocg programu CracSpin, ktory powstat w Zakta-
dzie Radiospektroskopii IF UJ (W¢glarz i inni, 2000).

6.3.2 Spektrometr MRJ Bruker Avance 111 300 MHz

Badania MRJ w domenie czestotliwo$ci wykonywane byly na spektrometrze Bruker
Avance Il z serii Bruker Biospin, wyposazonym w magnes nadprzewodzacy o S$rednicy
otworu 89 mm, wytwarzajacy pole magnetyczne o indukcji 7 T, co odpowiada czestotliwosci
rezonansowej protonow 300 MHz, a takze w glowice pomiarowe wysokiej mocy (umozliwia-
jace pomiary NMR jader °F i *H oraz °N i *P), stabilizator temperatury oraz komputer PC.
Magnes nadprzewodzacy umieszczony jest w ciektym helu (w temperaturze okoto -270°C)

oraz otoczony plaszczem izolujacym, zawierajagcym ciekly azot (o temperaturze ponizej -

196°C).
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Spektrometr mozna podzieli¢ na cztery czgsci: blok kontroli akwizycji (Acquisition
Control System), przedwzmacniacz wysokiej wydajnosci (High Performance Preampfiler),

system wzmacniaczy oraz blok kontroli magnetycznej (Bruker Smart Magnet System).

Blok kontroli akwizycji sktada si¢ z kolei z czg$ci generujacej impulsy o czgstotliwo-
Sciach radiowych wykorzystywane do rezonansowego wzbudzania probek (Signal Generate

Unit) oraz z czes$ci odbierajacej sygnat z badanej probki (Digital Receiver Unit).

W systemie wzmacniaczy nastepuje wzmochienie generowanych w bloku kontroli

akwizycji sygnatow.

Przedwzmacniacz wysokiej wydajno$ci wzmacnia sygnat wygenerowany przez pobu-
dzong uprzednio probke. Wzmacnia takze i filtruje sygnat wzmocniony w systemie wzmac-

niaczy, ktory transmituje nastepnie do cewki nadawczo-odbiorczej.

System kontroli magnetycznej kontroluje state pole magnetyczne. Odpowiada za jego

stabilizacj¢ oraz kompensuje niejednorodnosci.

Czas martwy spektrometru wynosit 6.5 ps. Stosowano szeroko$¢ pasma 500 kHz,
wzmocnienie impulsow 400 W oraz czas repetycji 1.5 s. Dla pomiar6w w pokojowej tempera-
turze stabilizowano temperaturg na poziomie 22°C. Dtugo$¢ impulsu 7/2 wynosita dla CTMA
2.2 pus, natomiast dla DDCA 2.45 ps.

Pomiary spektroskopii relaksacyjnej wykonywane byly z uzyciem sekwencji impul-
sOw 7 —7—rx/2, gdzie czasy pomigdzy impulsami wynosity =5 ms, 14 ms, 24 ms, 32 ms,
46 ms, 56 ms, 68 ms, 81 ms, 97 ms, 116 ms, 135 ms, 215 ms, 298 ms, 474 ms, 696 ms, 1.295
S,1.945s,3.4855, 6.124 s, 8.540 s.

Otrzymane dane analizowane byty za pomocg programu dostarczonego przez producenta

spektrometru TopSpin 3, oraz za pomocg programu OriginPro 9.0.
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7 Pomiary hydratacji kompleksu DNA-surfaktant

7.1  Kinetyka hydratacji

Probki hydratowano z fazy gazowej umieszczajac w atmosferze o kontrolowanej wil-
gotnosci wzglednej, p/po. Zadang wilgotnos¢ atmosfery uzyskiwano przez umieszczenie nad
powierzchniami kwasu fosforowego, soli oraz wody (Rysunek 7.1a, b, ¢). W trakcie procesu
uwadniania dokonywano pomiaré6w masy. W zakresie wzglgdnych wilgotnosci 9% - 52% dla
kompleksu DNA-BA, 9% - 44% dla DNA-CTMA oraz 9% - 52% dla DNA-DDCA, otrzyma-
ne trasy hydratacyjne dobrze opisywane byly krzywa jednoeksponencjalna:

Am/my = Al + A" (L—exp(~t/t")), 7.1

gdzie Am/my jest wzglednym przyrostem masy, A;' jest poziomem hydratacji dla wzglednej

wilgotnosci 0%, Alh jest nasyceniowym poziomem hydratacji dla sktadowej, a tlh jest czasem

hydratacji.

Dla uwodnien z zakresu 63% - 97% lepsze dopasowania uzyskiwania byty dzigki za-

stosowaniu krzywej dwueksponencjalnej:

Am/my= A"+ A’ -(1—exp(—t/t1“))+ A -(1—exp(—t/t2h)), 7.2

gdzie Azh [ t; oznaczaja odpowiednio nasyceniowy poziom hydratacji oraz czasem hydratacji

drugiej, wolniejszej sktadowe;.

a)

Am/mo

T T T T
0 50 100 150 200 250 300
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Rys. 7.1. Kinetyka hydratacji z fazy gazowej dla kompleksow DNA-surfaktant wyrazona jako wzgledny przyrost masy (a)
DNA-BA, (b) DNA-CTMA oraz (c) DNA-DDCA. Hydratacj¢ prowadzono dla r6znych wartosci wilgotnosci wzglednych,
p/po, atmosfery. Wilgotnosci srodowisk wynosity odpowiednio: (B) 9%, (O) 23%,(A) 32%, (V) 44%, (®) 52%,(<1) 63%,
(») 76%,(®) 88%, (*) 93%, (®) 97%.

W procesie hydratacji wyodrebniono dwie sktadowe, posiadajace rozne czasy hydrata-
cji. Sktadowa wigzaca si¢ z czasem t; odpowiada wodzie $cisle zwigzanej, wiazacej si¢ naj-
szybciej. Sktadowa charakteryzowana dluzszym czasem hydratacji, t,, odpowiada frakcji wo-
dy luzno zwigzanej. Wyodrebniono tez sktadowa wody wigzaca si¢ w czasie krotszym od 10

minut (przed dokonaniem pierwszego pomiaru), wody najscislej zwigzanej, a opisanej statg
A
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Dla kompleksu DNA-BA wartos¢ A? , poziom hydratacji dla wzglednej wilgotnosci

0% (poziom hydratacji nasycenia frakcji wody bardzo $cisle zwigzanej), wspolny dla wszyst-
kich tras, wyniost 0.038+0.001, dla DNA-DDCA 0.033+0.001, natomiast dla DNA-CTMA
byl wyzszy 1 wynosit 0.061+0.004. Wartosci te zblizone sg do poziomu wyznaczonego dla

czystego DNA, gdzie wynosit on 0.057+0.010 (Haranczyk i inni, 2010).

Amplituda frakcji wody Scisle zwigzanej, Alh , dla DNA-BA wyniosta 0.061+0.014, dla
DNA-DDCA 0.062+0.043, dla DNA-CTMA byta z kolei najnizsza i rownata si¢ 0.039+0.011.

Byly to wartos$ci znacznie nizsze niz wyznaczona dla czystego DNA, w przypadku ktérego

dalo si¢ wyr6zni¢ wode bardzo $ciSle zwigzang, dla ktorej amplituda Aih =0.149 +0.007 oraz

$ciSle zwigzana z amplitudg Azh =0.694 +£0.039 | co jest przypadkiem szczegdlnym, bowiem

w niewielu przypadkach obecne sg dwie sktadowe wody $cisle zwigzanej (Haranczyk i inni,
2010). Wartosci amplitudy wody luzno zwigzanej byty rozne dla poszczegdlnych tras hydra-

tacyjnych i wzrastaty wraz z uwodnieniem.

Czasy hydratacji frakcji wody $cisle zwigzane;j tlh wyniosty dla DNA-BA (1.86+0.11)
h, dla DNA-CTMA (1.04+0.21) h, a dla DNA-DDCA (0.59+0.04) h. Czasy hydratacji frakcji
wody luzno zwigzanej t; réwnaty si¢ kolejno dla DNA-BA (32.1+2.4) h, dla DNA-CTMA
(19.1£3.2) h oraz dla DNA-DDCA (20.9£1.3) h. Wartos$ci te sg znacznie rézne od wartosci

dla czystego DNA, dla ktorego czasy hydratacji dwoch frakcji wody $cisle zwigzanej wynosi-
ly t'=(027+008)h i t)=(9.8432)h, a czas hydratacji wody luzno zwiazanej
t! = (44+14) h (Harafczyk i inni, 2010).

Parametry kinetyki hydratacji dla roznych kompleksow DNA-surfaktant zestawiono w
Tabeli 7.1

Tabela 7.1. Porownanie parametrow kinetyki hydratacji kompleksow DNA-surfaktant.

Parametr DNA-BA DNA-CTMA DNA-DDCA
Al 0.038+0.001 0.061+0.004 0.033+0.001
A 0.061%0.014 0.039+0.011 0.062+0.043
t [h] 1.86+0.11 1.04£0.21 0.59:0.04
t) [h] 32.1+2.4 19.1£3.2 20.9+1.3
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7.2  Pecznienie
Dla prébek uwadnianych w srodowisku o wilgotnosci wzglednej 100% zaobserwowa-

no dodatkowy, opdzniony proces hydratacji, rozpoczynajacy si¢ po okoto 150 godzinach
uwadniania, ktory zinterpretowany zostal jako pegcznienie. Proces hydratacji dla atmosfery

0 p/po = 100% opisano dwustopniowa funkcja:

Am(t)/my = AT+ A" [l-exp(-t/t |+ AT i—exp (/)]
N 0 t<t, : 7.3
A f-ep(-tt)] tst,
gdzie A3h jest amplituda pecznienia, '[3h czasem pegcznienia, za$ tp czasem, po ktorym rozpo-

czyna si¢ pgcznienie. Trasy hydratacyjne z widocznym procesem pecznienia widoczne sg na

Rysunkach 7.2a, bic.
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Rys. 7.2. Trasy hydratacyjne kompleksu (a) DNA-BA, (b) DNA-CTMA oraz (c) DNA-DDCA zmierzone w atmosferze o
wilgotnosci p/po: (M) 93%, (A) 97% oraz (@) 100%. Dla uwodnienia 100% widoczny jest proces pecznienia.

Proces pecznienia zaczynat si¢ dla kompleksu DNA-BA po czasie t, =(153.4£3.7)h
od rozpoczecia trasy hydratacyjnej, dla DNA-CTMA po t,=(152.6+2.5) h, natomiast dla

DNA-DDCA po t,=(150.5+2.4)h. Amplitudy pecznienia A wynosity odpowiednio dla
DNA-BA 0.161£0.011, dla DNA-CTMA 0.140+0.016, a dla DNA-DDCA 0.180+0.022. Cza-
sy pecznienia rownaly si¢ natomiast dla DNA-BA t! =(29.1+45)h, dla DNA-CTMA

t! =(12.5+5.4)h, adla DNA-DDCA t} = (40.6+1.5)h. Dla czystego DNA zaréwno ampli-

tuda pecznienia i1 czas po jakim si¢ ono zaczynalo zalezalo od probki. Amplitudy zawieraty

si¢ w przedziale od 0.215+0.065 do 2.014+0.023, natomiast t, W przedziale od (25+23)h do
(202 £5) h (Haranczyk i inni, 2010).

Dla probki uwadnianej w §rodowisku o wilgotnosci 100% wyznaczono takze catkowi-

ty nasyceniowy poziom uwodnienia bez uwzglednienia procesu pecznienia, czyli
A+ A"+ A ktéry wyniost dla DNA-BA 0.449+0.019, dla DNA-CTMA 0.535+0.023, a dla
DNA-DDCA 0.473+0.026.

7.3 lzoterma sorpcyjna
W celu wyznaczenia izoterm sorpcyjnych wyznaczono catkowity poziom hydratacji
nasyceniowej dla wszystkich wilgotnos$ci, jako sume wyodrebnionych amplitud frakcji wody,

a z pomini¢ciem dodatkowej hydratacji wynikajgcej z procesu pecznienia:
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C'=A+A"+A. 7.4

Dla oceny stosowalnos$ci réznych modeli sorpcji wielowarstwowej, uzyskane izotermy
sorpcyjne przedstawiono w postaci parabolicznej (rownanie 5.37). W takiej reprezentacji
krzywa opisujaca izoterme¢ dla modelu BET przechodzi dla wilgotnosci 100% przez 0. Od-

chylenie od tej wartosci jest miarg stosowalnosci modelu Denta.
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Rys. 7.3. Izotermy sorpcyjne Denta oraz BET dla kompleksow DNA-surfaktant przedstawione w postaci parabolicznej: (a)
dla DNA-BA, (b) dla DNA-CTMA oraz (c) dla DNA-DDCA. Linia ciggta to dopasowany model izotermy Denta, linia prze-
rywana — model izotermy BET.

Znaczne odchylenie od 0 wartosci dla h = 0 sugeruje, ze modelem lepiej opisujacym

badane uktady jest model izotermy Denta (GAB).

Z dopasowania izotermy sorpcyjnej wg modelu Denta do danych hydratacyjnych wy-
znaczono poziom frakcji wody nasycajacej pierwotne miejsca wigzace dla kompleksu DNA-
BA jako AM/mg = 0.0568+0.0046, dla kompleksu DNA-CTMA jako AM/my = 0.102+0.021,
natomiast dla DNA-DDCA wynio6st on AM/mg = 0.043+£0.006. Warto$¢ poziomu frakcji wody
nasycajacej pierwotne miejsca wigzace dla czystego DNA wynosit 4AM/mg=0.114
(Haranczyk 1 inni, 2010).

Wartosci parametru b, ktorego roznica od wartosci 1 jest miarg stosowalnosci modelu
Denta, wyniosty dla DNA-BA 0.873 +0.012, dla DNA-CTMA 0.814 + 0.040, a dla DNA-
DDCA 0.932 £0.010. Warto$¢ tego parametru dla czystego DNA jest wyzsza i wynosi 0.965
(Haranczyk i inni, 2010).

Wktad od nieobsadzonych pierwotnych miejsc wigzacych wode dla wilgotnosci
wzglednej p/po = 100% wynidst 4.5% dla kompleksu DNA-BA, 6.85% dla DNA-CTMA oraz
2.3% dla DNA-DDCA, co $wiadczy o podwyzszonej hydrofobowosci kompleksu DNA-
CTMA wzgledem pozostatych badanych kompleksow. Dla DNA warto$¢ ta réwnata sie
2.95% (Haranczyk i inni, 2010).

Warto$ci parametréw dla kompleksow DNA-surfaktant zestawiono w Tabeli 7.2.
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Tabela 7.2. Poréwnanie parametrow izoterm sorpcyjnych dopasowanych dla kompleksow DNA-surfaktant wg modelu

Denta.

DNA-DDCA

Parametr

DNA-BA

DNA-CTMA

AM/mo

0.0568+0.0046

0.102+0.021

0.043+0.006

b

0.873+0.012

0.814+0.040

0.932+0.010
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Rys. 7.4. Izoterma sorpcyjna dla kompleksow (a) DNA-BA, (b) DNA-CTMA, (c) DNA-DDCA. Linia przerywana — model
BET, linia ciagla — model Denta, linia kropkowana — model GDW.

W Tabeli 7.3 zestawiono parametry dopasowan modelu GDW.

Tabela 7.3. Poréwnanie parametrow izoterm sorpcyjnych wg modelu GDW komplekséw DNA -surfaktant.

Parametr DNA-BA DNA-CTMA DNA-DDCA
AM/mg 0.082 £0.015 0.146 + 0.062 0.0518 £ 0.0034
K 10.5+3.5 49 +21 8.6+3.0
b 0.905 £0.015 0.90+0.12 0.9334 + 0.0093
w 0.51+0.16 0.27 £ 0.47 0.906 + 0.083

Parametry b dla modelu Dent i GDW rdznig si¢ niewiele (dla kompleksu DNA-CTMA
oraz DNA-DDCA s3 roéwne w granicach niepewnosci). Parametr w dla wszystkich badanych
kompleksow DNA-surfaktant jest mniejszy od 1, co oznacza, ze populacja kolejnych warstw

znaczaco spada wraz liczbg kolejnych molekut zwigzanych do danego miejsca wigzacego.
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8 Pomiary zalezno$ci hydratacyjnych sygnalu zaniku swobodnej precesji

dla protonow
W celu analizy wptywu wilgoci atmosferycznej na kompleksy DNA-surfaktant, zmie-
rzono na relaksometrze *H-NMR (30 MHz) zaniki swobodnej precesji dla komplekséw DNA
z surfaktantami BA (rozdziat 8.1), CTMA (rozdziat 8.2) oraz DDCA (rozdziat 8.3) w funkcji

hydratacji z fazy gazowej.

8.1 Pomiary zalezno$ci hydratacyjnych sygnalu zaniku swobodnej precesji dla
protonow dla kompleksu DNA-BA

8.1.1 Analiza ksztaltu sygnalu zaniku swobodnej precesji dla kompleksu DNA-BA
Sygnat zaniku swobodnej precesji dla protonow statego kompleksu DNA-BA, dla niz-
szych poziomow hydratacji (Am/mg < 0.08 dla DNA-BA) jest dobrze opisywany superpozy-
cja funkcji Gaussa o amplitudzie S, pochodzacej od protondéw matrycy statej kompleksu oraz
jednej sktadowej eksponencjalnej o amplitudzie L3, pochodzacej od wody $cisle zwigzanej na

powierzchni badanych uktadow:

FID(t)—S-exp[[Tt* J ]+L1.exp£_l_t* J 8.1

gdzie T;S jest czasem relaksacji spinowo-spinowej dla protonow matrycy statej kompleksu

DNA-surfaktant, bedacym czasem po ktorym warto$¢ sktadowej gaussowskiej sygnatu spada

do poziomu 1/e wartosci poczatkowe;j, a T;L1 jest czasem relaksacji spinowo-spinowej frakcji

wody $cisle zwigzane;.

Dla uwodnien posrednich (0.08 < Am/mg < 0.27) sygnat pochodzacy od protonéw ma-

trycy statej nie jest juz widoczny, pojawia si¢ za to sygnal od frakcji wody luzno zwigzanej:

FID(t):Ll-exp[—Tt* ]+L2-exp{—_|_£ ] 8.2

2L 2L,

Dwie frakcje wody: $cisle oraz luzno zwigzane sg rozréznialne dzigki roznej dynamice
molekularnej atoméw wodoru wchodzacych w ich sktad, czyli z r6znymi czasami relaksacji

poprzecznej.
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Dla wyzszych hydratacji (Am/mg > 0.29) przestaje by¢ obserwowany takze sygnat
pochodzacy od wody S$cisle zwigzanej i rejestrowany jest jedynie sygnat pochodzacy od

wody luzno zwigzanej:

FID(t) = Lz-exp[—TE j 8.3

21,
Czas relaksacji spinowo-spinowe;j dla frakcji protondw matrycy statej kompleksu wy-

nosi T, = 20 ps.

Warto$¢ czasu relaksacji poprzecznej frakcji protonéw L; stabo zalezy od poziomu

hydratacji i dla kompleksu DNA-BA jest rowna okoto '|'2*|_1 ~ 50 us, natomiast dla sktadowe;j

0 najdtuzszym czasie zaniku L, zaobserwowano wartos¢ T, =~ 600 ps.

Hydratacyjne zaleznosci czasow relaksacji poprzecznej wszystkich zaobserwowanych

frakcji dla kompleksu DNA-BA przedstawiono na Rysunku 8.1.

1000 A

— T T
2 DNA-BA o°
EF 0o 8 D o
2 © o {0
- S g0 B89 ©
100 - ]
A A ]
LB
A% AN AA
VAN Aé
P A
°
10 T T T T T T T T T T T T T
000 005 010 015 020 025 030 0.35

Am/mO

Rys. 8.1. Zaleznos$¢ hydratacyjna czasow relaksacji spinowo-spinowej dopasowana z sygnatow zaniku swobodnej precesji
dla protonéw w kompleksiec DNA-BA; (®) frakcja stata, (A) frakcja wody $cisle zwigzanej, (O) frakcja wody luzno zwigza-
nej.
8.1.2 Analiza amplitudy sygnalu L, na jednostke calkowitego sygnalu cieczowego dla
kompleksu DNA-BA
Dla wyzszych pozioméw uwodnienia kompleksu, dla ktorych nie udato si¢ wyodrgb-

ni¢ sygnatu S od matrycy statej, sygnal pochodzacy od frakcji wody luzno zwigzanej wyrazo-
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no w jednostkach catkowitego sygnalu zmierzonego. Poziom sygnatu od frakcji wody luzno

zwigzanej, LZL , dla kompleksu DNA-BA wzrasta liniowo wraz z poziomem hydratacji.
+ 2

Powyzsza zalezno$¢ opisana jest funkcja fenomenologiczna:

LZ

L+L,) (Am/my ) = (5.49+0.47)- Am/m, —(0.423+0.070). 8.4

1.0 :
0] DNABA
0.8-
0.7-
0.6-
0.5
0.4-
0.3-
0.2-
0.1-
o N —
000 005 010 015 020 025 0.30

Am/m0

L/(L+L)

L,

Rys. 8.2. Zalezno$¢ sygnatu pochodzacego od sktadowej cieczowej wyrazona w jednostkach amplitudy catkowi-

2
tego sygnatlu dla DNA-BA w funkcji hydratacji probki.

Graniczna warto$¢ poziomu uwodnienia, Am,_/m,, dla ktérego pojawia si¢ frakcja
wody luzno zwigzanej wynosi: Am, /m, =0.0770+0.0067 . Tymczasem warto$¢ sumy cat-

kowitych poziomoéw hydratacji nasycenia wody bardzo $cisle 1 $cisSle zwigzanej wyznaczone
grawimetrycznie dla kompleksu DNA-BA wynosi AM /m, =0.099 £0.015, co jest warto$cia

zblizona.

8.2  Pomiary zaleznosci hydratacyjnych sygnalu zaniku swobodnej precesji dla

protonow dla kompleksu DNA-CTMA

8.2.1 Analiza ksztaltu sygnalu zaniku swobodnej precesji dla kompleksu DNA-CTMA
Ksztalt zaniku sygnatu swobodnej precesji dla kompleksu DNA-CTMA zachowuje si¢

podobnie wraz ze zmiang hydratacji, jak dla kompleksu DNA-BA. Dla najnizszych uwodnien

Am/mg < 0.1 opisywany jest superpozycja funkcji Gaussa o amplitudzie S oraz jednej skta-

dowej eksponencjalnej o amplitudzie L; (rownanie 8.1). Dla zakresu uwodnien posrednich
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(0.128 < Am/mg < 0.25) pojawia si¢ sygnal o amplitudzie L, (rownanie 8.2). Natomiast dla

uwodnien najwyzszych (Am/mg > 0.41) obserwowano jedynie sygnat od wody luzno zwigza-

nej (rownanie 8.3).

Przyktadowe sygnaty FID obserwowane dla kompleksu DNA-CTMA widoczne sg na

Rysunku 8.3. Na wykresach przedstawiajgcych zanik swobodnej precesji od frakcji statej sy-

gnatu nie wida¢ charakterystycznej ,,falki” typowej dla funkcji Abragama (réwnanie 4.54), co

uniemozliwito zastosowanie tego modelu (rozdziat 4.6.4).
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Rys. 8.3. Sygnaly zaniku swobodnej precesji dla protonow statego kompleksu DNA-CTMA zarejestrowane dla czgstosci
rezonansowej 30 MHz (dlugo$¢ impulsu n/2 = 1.5 ps). Wzgledny przyrost masy wynosit odpowiednio dla (a) i (b)
Am/mg = 0.132 oraz dla (c) i (d) 4m/my = 0.261. Ciagla linia przedstawia dopasowanie metoda najmniejszych kwadratow do
danych do$wiadczalnych funkcji opisanych réwnaniem 8.1 (a) oraz rownaniem 8.2 (b). Na rysunkach (c) i (d) przedstawiono

funkcje rezydualne, nie przekraczajace dla (c) 1.1% oraz dla (d) 0.8%.

Zmierzona wartos¢ czasu relaksacji spinowo-spinowej dla frakcji protonéw matrycy

statej kompleksu DNA-CTMA wynosi T;S ~ 30 us. Czas relaksacji poprzecznej frakcji proto-

noéw L; rowny jest T;le 80 us, natomiast dla sktadowej L, zaobserwowano warto$¢

T, =700 ps.

Rysunek 8.4 przedstawia hydratacyjna zalezno$¢ czasow relaksacji poprzecznej zaob-

serwowanych frakcji dla kompleksu DNA-CTMA.

— 1000 . . . : : : : :
w ] T T T T T T T T T
=3 { DNA-CTMA Go® R o o®
* o o)
- 8 @] deO 8
A
100': AA§ A DDATA ]
N N
] 2%,
°
-_’ T T T T T T T T
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45
Am/m0

Rys. 8.4. Zaleznos¢ hydratacyjna czasow relaksacji spinowo-spinowej dopasowana z sygnatéw zaniku swobodnej precesji
dla protonéw w kompleksie DNA-CTMA,; (®) frakcja stata, (A) frakcja wody $cisle zwiazanej, (O) frakcja wody luzno

zZwigzanej.
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8.2.2 Analiza amplitud sygnalu L; na jednostke calkowitego sygnalu cieczowego dla
kompleksu DNA-CTMA
W zakresie wyzszych poziomoéw hydratacji kompleksu DNA-CTMA, gdzie podobnie
jak dla DNA-BA, rowniez nie udato si¢ wyodrebni¢ sygnatu S od matrycy statej kompleksu,

sygnat pochodzacy od frakcji wody luzno zwigzanej wyrazono w jednostkach catkowitego

. . L . :
sygnatu zmierzonego. Poziom tego sygnatu, 2L , wzrasta liniowo wraz z poziomem hy-
+ 2

dratacji.
Powyzsza zalezno$¢ opisana jest funkcja:

I‘2

L+ LZ)(Am/m0)= (3.39+0.11)- Am/m, —(0.235+0.025). 8.5

1.0 — T T T T T T T T T T
0.94 DNA-CTMA L

0.8 +
0.7 1
0.6
0.5 1
0.4
0.3 1
0.2
0.1

0.0 T F T T T T T T T T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.5 0.20 025 0.30 0.35 0.40

L/(L,+L)

Am/m0

Rys. 8.5. Zaleznos$¢ sygnatu pochodzacego od sktadowej cieczowej

wyrazona w jednostkach amplitudy catkowi-
L+L,
tego sygnatu dla DNA-CTMA w funkcji hydratacji probki.

Graniczna warto$¢ poziomu uwodnienia, Am,_ /my, dla ktorej pojawia si¢ frakcja wo-
dy luzno zwigzanej dla DNA-CTMA wynosi Am, /m, =0.0693+0.0077 . Natomiast wartos¢
sumy catkowitych poziomoéw nasycenia hydratacji frakcji wody bardzo $cisle 1 $cisle zwigza-

nej wyznaczonych grawimetrycznie wynosi AM /m, =0.100+0.015.
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8.3  Pomiary zalezno$ci hydratacyjnych sygnalu zaniku swobodnej precesji dla
protonow dla kompleksu DNA-DDCA

8.3.1 Analiza ksztaltu sygnalu zaniku swobodnej precesji dla kompleksu DNA-DDCA
Dla najnizszych pozioméw hydratacji kompleksu DNA-DDCA (4Am/mg < 0.11) sygnat

zaniku swobodnej precesji dla protondéw, podobnie jak w przypadku kompleksow DNA-BA

oraz DNA-CTMA dobrze opisywany jest superpozycja funkcji Gaussa o amplitudzie S oraz

jednej sktadowej eksponencjalnej o amplitudzie Lj, opisang rownaniem 8.1.

Dla uwodnien posrednich (0.128 < Am/mg < 0.25) pojawia si¢ sygnat pochodzacy od wody

luzno zwigzanej o amplitudzie L:

2
FID(t) =S -exp[(_l_t* J J+ Ll-exp[— Tt]+ L, -exp[—TE J 8.6
2S 2L SL,

Dla jeszcze wyzszych poziomow uwodnienia (Am/my > 0.27) przestat by¢ obserwo-

wany sygnal pochodzacy od frakcji wody S$ci$le zwigzanej, a zanik swobodnej precesji

mozna byto skutecznie przyblizy¢ superpozycja dwoch funkcji eksponencjalnych:

2
FID(t) =S -exp{(_l_t* j } L, -exp(—_l_t* J 8.7
25 sL,

Wyznaczony w ten sposob czas relaksacji spinowo-spinowej dla frakcji protonéw ma-

trycy stalej kompleksu wynosi T;S ~ 20 ps, dla frakcji protonow L T2*L1 ~ 80 us, natomiast dla

L, T:L2 ~ 600 ps. Na Rysunku 8.6 przedstawiono hydratacyjne zaleznosci czaséw relaksacji

poprzecznej wszystkich wyodrebnionych frakcji sygnatu zaniku precesji swobodnej dla pro-

tonow.
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Rys. 8.6. Zalezno$¢ hydratacyjna czasow relaksacji spinowo-spinowej dopasowana z sygnatéw zaniku swobodnej precesji
dla protonow w kompleksie DNA-DDCA; (®) frakcja stala, (A) frakcja wody $cisle zwigzanej, (O) frakcja wody luzno
Zwigzanej.

8.3.2 Zalezno$¢ hydratacyjna skladowych cieczowych dla kompleksu DNA-DDCA

Zalezno$¢ hydratacyjna amplitudy sygnalu sumarycznej frakcji cieczowej wyrazona
w stosunku do amplitudy sygnatu od frakcji stalej, Li-gl_z, dla kompleksu DNA -DDCA

przedstawiona jest na Rysunku 8.7.

W funkcji poziomu uwodnienia sygnat pochodzacy od wody zwigzanej opisany jest funkcja
liniowa:

W(Am/mo)z(59.5i4_9)-Am/m0 —(L.04+0.87). .

20 . . : : . .

1g] DNA-DDCA

16
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6 .
4 .
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Rys. 8.7. Catkowity sygnat cieczowy wyrazony w jednostkach ciata statego, Tz, w funkcji hydratacji dla kompleksu
DNA-DDCA.
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Liniowa forma zalezno$ci hydratacyjnej wskazuje na nicobecno$¢ w kompleksie
DNA-DDCA frakcji statej rozpuszczalnej w wodzie, gdyz w takim przypadku krzywa 8.8
opisywana bylaby funkcja wymierng (Haranczyk i inni, 1996, Haranczyk i inni, 1999).

Zalezno$¢ hydratacyjna frakcji wody luzno zwigzanej wyrazonej w jednostkach sy-
gnatu ciata statego dla kompleksu DNA-DDCA, L, /S, (Rysunek 8.8), opisywana jest row-
niez funkcja liniowa:

LZ

K(Am/mo)z (83.8+5.8)- Am/m, —(9.4+1.2). 8.9

18] DNA-DDCA

LS

O T T T T T T
000 005 010 015 020 025 030 0.35

Am/mo

Rys. 8.8. Sygnat pochodzacy od wody luzno zwigzanej wyrazony w jednostkach ciata statego, L,/S, w funkcji hydratacji dla
kompleksu DNA-DDCA.

Wyznaczona warto$¢ uwodnienia, Am,_/m,, dla ktérego pojawia si¢ skladowa wody
luzno zwigzanej wynosi Am, /m, =0.112£0.016, co jest wartoscig zblizong do sumy cat-
kowitych poziomoéw hydratacji nasycenia frakcji wody bardzo $cisle 1 wody $cisle zwigzane]
(A’; + ALh), ktorej warto§¢ ~ wyzhaczono ~w  pomiarach grawimetrycznych

AM /m; =0.095+0.044.

Dla kompleksu DNA-BA oraz dla kompleksu DNA-CTMA zaobserwowano frakcje
stata w zbyt malym zakresie uwodnien (od 0.014 do 0.036 dla DNA-BA oraz od 0.055 do
0.091 dla DNA-CTMA), aby mozna byto trafnie opisac takg zaleznos¢.
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8.3.3 Analiza amplitud sygnalu L, na jednostke calkowitego sygnahu cieczowego dla
kompleksu DNA-DDCA

Sygnat pochodzacy od frakcji wody luzno zwigzanej wyrazony w jednostkach catko-

witego sygnatlu zmierzonego, LZL , Wzrastajacy liniowo wraz z poziomem hydratacji,
+ 2

przedstawiono na Rysunku 8.9.

Graniczna warto$¢ poziomu uwodnienia, Am,_/m,, powyzej ktorego udaje si¢ wyod-
r¢bni¢ sygnat od frakcji wody luzno zwigzanej dla kompleksu DNA-CTMA wynosi

Am_ /m, =0.077 £ 0.014 . Natomiast warto$¢ sumy catkowitych pozioméw hydratacji nasy-

cenia wody bardzo $ci$le i $cisle zwiagzanej wyznaczonych grawimetrycznie wynosi

AM /m, =0.095+ 0.044 . Powyzej granicznego poziomu zalezno$¢ opisana jest funkcja:

I‘2

Ls I_2)(Am/mo)= (5.49+0.37)- Am/m, —(0.424 +0.014). 8.10

1.0 T T T T T
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Rys. 8.9. Zaleznos¢ sygnatu pochodzacego od sktadowej cieczowej L
+ 2

wyrazona w jednostkach amplitudy catkowi-

tego sygnatu dla DNA-DDCA w funkcji hydratacji probki.
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9 Pomiary widm 'H-NMR
Wpltyw poziomu uwodnienia i temperatury na DNA oraz na jego kompleksy DNA-
CTMA i DNA-DDCA badano rowniez metodga NMR w domenie czgstosci (dla 300 MHz).

9.1 Hydratacyjne pomiary widm *H-NMR
Dla czystego DNA oraz kompleksow DNA-CTMA i DNA-DDCA wykonano pomiary

widm 'H-NMR w funkcji uwodnienia.

9.1.1 Analiza ksztaltu i hydratacyjne pomiary widm ‘H-NMR dla DNA

Widmo *H-NMR dla czystego DNA o niskim poziomie uwodnienia (Am/mg < 0.51)
jest superpozycja dwoch szerokich linii o ksztalcie dobrze opisywanym funkcjg Gaussa, po-
chodzacych od ciata statego oraz jednej waskiej, cieczowej, dobrze przyblizanej funkcjg Lo-
rentza (Rysunek 9.1a):

2
AW)= A, exp| —2In4 - V=)
Avg, - /Ind-7/2 Avg,

2
A, exp —2|n4-((v_sz )J LA

+
Avg, -+/Ind -7 /2 Vo T

9.1

Av,
4-(v—vL)2 +AvL2

gdzie Avg , AVGZ I Av, sa szeroko$ciami potowkowymi funkcji Gaussa i funkcji Lorentza,
odpowiednio, v , Ve, Oraz v sa potozeniami $rodkow linii Gaussa i sktadowej dopasowanej
funkcja Lorentza, natomiast A; , A; 1 A sa polami powierzchni pod pikami Gaussa i Lo-

rentza, odpowiednio.

Dla poziomu uwodnienia przekraczajgcego Am/mo= 0.52 obie sktadowe linii 0 ksztal-
cie funkcji Gaussa nie sg wyrozniane w widmie DNA(Rysunek 9.1b), a stwierdza si¢ tylko

jedna waska lini¢ cieczowg o ksztatcie funkcji Lorentza:

Alv)= ZA{ v, } 9.2

T 4-(v—vL)2+AvL2
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Rys. 9.1. Widma *H-NMR zebrane na spektrometrze 300 MHz dla DNA uwodnionego do poziomu (a) Am/mq = 0.018 oraz
(b) Am/mq = 1.92; linia ciggta — zmierzone widmo , linia przerywana —dopasowany ksztatt (rownanie 9.1 dla (a) oraz 9.2 dla

(b))
Widma zebrane dla calego zakresu hydratacji przedstawione sg na Rysunku 9.2.
Z powodu duzej i szybko narastajacej wraz z uwodnieniem amplitudy linii cieczowej, linie od

ciala stalego widoczne sg tylko w niewielkim stopniu dla najnizszej hydratacji.
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Rys. 9.2. Widma *H-NMR w funkcji poziomu hydratacji dla czystego DNA zarejestrowane w temperaturze pokojowej.
Sktadowa cieczowa przeskalowana jest przez czynnik k(1 + Am/mg).

Potozenia $rodkéw gaussowskich sktadowych linii dla czystego DNA wynosza
ve,*—100kHz oraz v, ~-25kHz, wzglgdem czgstotliwosci rezonansowej protonow swo-
bodnych w polu magnetycznym o indukcji 7T. Szerokos¢ potowkowa obu sktadowych linii

pochodzacych od ciata statego jest rowna Avg = (134.0i1.4) kHz oraz Avg = (74.7i8.3) kHz
(Rysunek 9.4).
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= O DNA
>
2.5 0o i
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Rys. 9.3. Potozenia $rodkéw linii sktadowej cieczowej widma (O) *H-NMR dla czystego DNA wyrazone w funkcji uwod-
nienia.
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Rys. 9.4. Szerokoéci potowkowe sktadowej cieczowej (O) widma *H-NMR dla czystego DNA wyrazone w funkcji uwod-
nienia; we wstawce widoczne takze szerokosci potowkowe linii od ciata statego: (®) sktadowa G, oraz (M) sktadowa G,.

Dla sktadowej statej widma, czas relaksacji spinowo-spinowej Tz*G moze zosta¢ wy-

znaczony z rownania:

1;:&. 9.3

PPN PA

Wynosi on dla skladowej Gu: T;Gl =(3.36+0.35) 15, a dla sktadowej Gy:

T2:32 =(6.03+0.67) 5. Obserwacja obu linii jest utrudniona, poniewaz stata czasowa zaniku

jest porownywalna z czasem martwym spektrometru.

Potozenie linii sygnatu cieczowego L dla niskich uwodnien zmienia si¢ w funkcji ro-
sngcego uwodnienia, nastgpnie powyzej Am/my = 0.4 przyjmuje Srednig wartos$¢
v = (1.733 £ 0.036) kHz (Rysunek 9.3). Szerokos¢ potdéwkowa linii L dla najnizszego uwod-
nienia przyjmuje warto$¢ Av, = 6.2 kHz, charakteryzujac frakcje wody $cisle zwigzanej, by po
osiagnieciu poziomu hydratacji Am/mg = 0.4 zwezi¢ siec do Av,=(1.022+0.021)kHz (Rysunek
9.4), co jest zblizone do naturalnej szerokosci linii dla spektrometru i oznacza sygnat dla mo-

bilnej frakcji wody luzno zwigzane;.

Czas relaksacji spinowo-spinowej Tz*Li dla sktadowej cieczowej opisywanej funkcja
Lorentza, moze by¢ policzony z zaleznoSci:
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* 1
T2L =

= 9.4
' om-Av,

i dla wyzszych uwodnien wynosi on T, = (311%6) 45, co jest wartoscig zblizong do zmie-
rzonej w domenie czasu z zaniku swobodnej precesji wartos$ci czasu relaksacji spinowo-

spinowej T,, ~100 s (Haranczyk i inni, 2010).

Dla probki czystego DNA sktadowa cieczowa L wyrazona w jednostkach suchej masy,

wzrasta liniowo wraz hydratacja (Rysunek 9.5), zgodnie z rownaniem:

L/S=(3.80£2.0)- Am/m, +(0.137 +£0.027). 9.5

Jest to zachowanie podobne do zaobserwowanego dla DNA w domenie czasu, gdzie
wyznaczony wspolczynnik nachylenia prostej opisujacej narastanie sktadowej cieczowej wy-
niost 2.80+£0.09 (Haranczyk i inni, 2010). RézZnica nachylen mogla wynikaé z roznego osta-
bienia sygnatu od ciata statego, wynikajacego z réznej zawartosci jondw paramagnetycznych

w réznych seriach materiatu doswiadczalnego.

L/S

DNA
0.8 -

0.6 1 i

0.4 .
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)
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Rys. 9.5. Hydratacyjna zalezno$¢ sktadowej cieczowej L wyrazonej w jednostkach sktadowej statej, L/S, suchej masy dla
czystego DNA. Uwodnienie wyrazono jako przyrost masy probki wyrazony w jednostkach suchej masy.
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9.1.2 Analiza ksztaltu widm ‘H-NMR dla kompleksow DNA-CTMA oraz DNA-DDCA
Widmo *H-NMR komplekséw DNA-surfaktant, dla najnizszych pozioméw uwodnie-
nia (Am/mg = 0.057 dla DNA-CTMA oraz w zakresie od Am/my = 0.048 do 0.069 dla DNA-
DDCA) moze by¢ przedstawione jako superpozycja szerokiej sktadowej G pochodzacej od
frakcji stalej kompleksu, dobrze dopasowywanej funkcja Gaussa oraz jednej waskiej sktado-

wej L o ksztatcie funkcji Lorentza, pochodzacej od cieczy:

_ 2l 2A Av,
A(v)= A exp —2In4-[(v Vs )] +— 1 L , 9.6
Avg -Ind -7 /2 Avg T 4'(V—VL1)2+AVL21

gdzie Advg i Ale sg szerokosciami potéwkowymi odpowiednio funkcji Gaussa i Lorentza,
sktadajacych si¢ na widmo, 1 oraz v, sa potozeniami $rodkoéw linii Gaussa i Lorentza, na-

tomiast Ag i A11 sg polami powierzchni pod liniami Gaussa i Lorentza.

Wraz ze wzrastajagcym uwodnieniem pojawia si¢ druga, waska sktadowa, L,, dopaso-
wywana funkcja Lorentza. Widmo jest dobrze opisane superpozycja funkcji Gaussa oraz
dwodch waskich sktadowych o ksztalcie funkcji Lorentza, pochodzacych z dwoch frakcji wody
zwigzanej w statym kompleksie DNA-surfaktant:

_ 212 Av
Av)= A exp| —2In4 - v=ve)) |y A, =z +...
1 1

" 2AL2 AVL2

T 4'(V_VL2)Z+AVL22 : 9.7

gdzie Av,_z W, A,_2 oznaczaja odpowiednio szeroko$¢ potowkowa linii, potozenie §rodka

linii oraz pole powierzchni pod druga linig o ksztatcie funkcji Lorentza.
Dla jeszcze wyzszych poziomow hydratacji (Am/mg > 0.137 dla DNA-CTMA oraz
Am/my > 0.163 dla DNA-DDCA) sktadowa o ksztalcie funkcji Gaussa nie jest juz wyodrgb-

niana z widm, ktore sktadajg si¢ wytacznie z dwoch waskich linii o ksztalcie funkcji Lorentza:

_ 2ALl Ale N ZAL2 AVL2

T 4~(v—le)2+AvL2l T 4-(v—vL2)2+AvL22

AWv) 9.8
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Badanie hydratacji polimerow przewodzacych na bazie kompleksow DNA -surfaktant

9.1.2.1 Hydratacyjne pomiary widm *H-NMR dla kompleksu DNA-CTMA
Na Rysunku 9.6a i b przedstawiono widma *H-NMR dla kompleksu DNA-CTMA

w temperaturze pokojowej dla dwoch przyktadowych uwodnien.
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Rys. 9.6. Widma *H-NMR zebrane przy czestosci 300 MHz dla kompleksu DNA-CTMA uwodnionego do poziomu (a)
Am/mg = 0.06, (b) Am/mg = 0.53; linia ciggta — widmo zmierzone, linia przerywana —dopasowane krzywe opisane (a) rowna-
niem 9.6 oraz (b) rOwnaniem 9.8.
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Widma dla catego zakresu hydratacji zestawiono na Rysunku 9.7.

Rys. 9.7. Widma *H-NMR w funkcji poziomu hydratacji dla kompleksu DNA-CTMA zebrane w temperaturze pokojowej.

Sktadowa cieczowa przeskalowana jest przez czynnik k-(1 + Am/mg).

Pozycja linii o ksztalcie funkcji Gaussa jest rowna dla kompleksu DNA-CTMA v
(2.99+ 0.52) kHz. Szerokos¢ potowkowa linii od ciata statego maleje od wartosci Avg
(26.054 £ 0.026) kHz do wartosci Avg = (20.272 + 0.020) kHz, wraz ze wzrastajagcym uwod-
nieniem od Am/mg = 0.057 do 0.117. Jest to spowodowane zmiang zakresu pél lokalnych, na
skutek rosnacego ich usrednienia wywotanego wzrastajaca mobilno$cig sktadnikow matrycy
statej kompleksu. Na Rysunku 9.8 przedstawiono pozycje srodkow sktadowych cieczowych

linii. Rysunek 9.9 przedstawia szerokosci potowkowe sktadowych statych i cieczowych linii

dla kompleksu DNA-CTMA.
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Rys. 9.8. Polozenia $rodkéw linii sktadowych cieczowych widma *H-NMR dla kompleksu DNA-CTMA wyrazone w funkcji

uwodnienia; (A) sktadowa L, (O) sktadowa L.
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Rys. 9.9. Szerokosci potowkowe pikow sktadowych cieczowych w widmie *H-NMR hydratowanego kompleksu DNA-
CTMA w funkcji poziomu uwodnienia; (A) sktadowa L,, (O) sktadowa L,; na wstawce widoczna dodatkowo szeroko$é
potéwkowa sktadowe;j statociatowej ().

Dla kompleksu DNA-CTMA obliczony z réwnania 9.3 czas relaksacji spinowo-
spinowej wynosi TZ*G ~ (19 £ 2), co jest wartoscig zblizong do wartosci otrzymanych z ekspe-
rymentéw NMR wykonywanych w domenie czasu dla wielu uktadéw biologicznych o niskiej
hydratacji (Haranczyk i inni, 2006; Haranczyk i inni, 2008; Haranczyk i inni, 2010).

Pochodzace od mobilnych protonow, waskie linie o ksztatcie funkcji Lorentza gtdéwnie
pochodza od wody zwigzanej, gdyz ich amplituda wzrasta wraz z uwodnieniem. Jako pierw-
szy pojawia si¢ sygnat od frakcji Ly (od wody $cisle zwiazanej), wykrywany od poziomu
Am/mg = 0.05. Potozenie linii pochodzacej od sktadowej L; zmienia si¢ wraz ze wzrostem

poziomu uwodnienia. Dla Am/mg < 0.27 pozycja tego piku jest rowna wartosci v, = (174 =
54) Hz. Wraz ze wzrastajagcym uwodnieniem, powyzej Am/mg = 0.27 pozycja tej linii stop-
niowo przesuwa si¢ osiggajac wartos¢ v, = (-157 £ 2) Hz (Rysunek 9.8). Szeroko$¢ potow-
kowa linii L; dla niskich uwodnien rowna jest Ale =(5.22+0.29).

Wyznaczony z réwnania 9.4 czas relaksacji dla sktadowej L; dla niskich poziomow

hydratacji wynosi Tz*L1 = (61 = 3) us. Wartos¢ ta zblizona jest do wartosci czasu relaksacji

T‘,_*L1 otrzymanego z eksperymentu w domenie czasu dla frakcji wody S$cisle zwigzanej. Jest

takze podobna do wartosci otrzymywanych dla wielu uktadéw biologicznych o niskiej hydra-
tacji, gdzie sygnat od wody $cisle zwigzanej rowniez udato si¢ wyodrebnic.
Wraz ze wzrastajgcym poziomem uwodnienia kompleksu szeroko$é¢ potdéwkowa linii

L; zmniejsza si¢ do wartosci Av,, = (1.206 + 0.028) kHz, co odpowiada wyliczonemu z roéw-
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nania 9.4 czasowi relaksacji poprzecznej rownym T;Ll = (264 £ 6). Wartos¢ ta jest zblizona do

wartosci czasu relaksacji poprzecznej wody luzno zwigzanej, otrzymanej z eksperymentu w
domenie czasu. Czas relaksacji spinowo-spinowej jest jednak warto$ciag usredniong czasu re-
laksacji wody $cisle oraz luzno zwigzanej, co jest spowodowane szybka wymiang magnetyza-
cji.

Dla wyzszych poziomow uwodnienia, powyzej Am/mgy = 0.06, pojawia druga linia cie-
czowa L, dobrze opisywana funkcja Lorentza. Jej pozycja jest przesunigta wzgledem pozycji

linii Ly i jest rtowna v, = (831 + 23) Hz. Szeroko$¢ potowkowa linii L, nie zmienia si¢ wraz
ze wzrostem poziomu hydratacji i wynosi 4v = (0.836 + 0.012), co odpowiada czasowi re-

laksacji spinowo-spinowej rownemu T;L2 = (381 £ 5) ps. Jest to warto$¢ charakterystyczna dla
frakcji wody luzno zwigzanej obserwowanej w réznych uktadach mikrohetegennych.
Obserwowane szerokosci linii pochodzacych od frakcji cieczowych dla wysokich

uwodnien sg bliskie naturalnej szerokosci linii dla spektrometru, wynikajacej z niejednorod-

nos$ci pola magnetycznego o indukcji By, wynoszacej y-ABo.

9.1.2.2 Zalezno$¢ hydratacyjna sktadowych cieczowych dla kompleksu DNA-CTMA
Dla kompleksu DNA-CTMA skladowa stata linii rezonansowej ‘H-NMR przestaje
by¢ wyrdzniana juz dla stosunkowo niskich uwodnien Am/my < 0.12, dlatego udato sie

skutecznie wyznaczy¢ zalezno$¢ jedynie dla sumy sygnalow cieczowych wyrazonych

w jednostkach suchej masy LiJ;LZ Zalezno$¢ ta, widoczna na Rysunku 9.10, jest dobrze

przyblizana funkcja liniowg 1 opisana rownaniem:

ng = =(31.6+5.2)- Am/m, —(0.93+0.44). 9.9
E\n\ ° DNA»C';'MA
e ‘
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 Aror:;.rzno

Rys. 9.10. Hydratacyjna zalezno$¢ sktadowych cieczowych L;+L, wyrazone w jednostkach sktadowej statej, (Ly+L,)/S,
suchej masy dla czystego DNA. Uwodnienie wyrazono jako przyrost masy probki wyrazony w jednostkach suchej masy.
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9.1.2.3 Hydratacyjne pomiary widm *H-NMR dla kompleksu DNA-DDCA
Rysunek 9.11a i b przedstawia widma 'H-NMR dla kompleksow DNA-DDCA
W temperaturze pokojowej dla dwoch réznych uwodnien. Liczba i intensywnos¢ tych sktado-

wych zmienia si¢ wraz ze wzrostem poziomu hydratacji.

Widmo ponizej uwodnienia Am/mg = 0.069 jest ztlozeniem szerokiej sktadowej G po-
chodzacej od matrycy statej kompleksu, dobrze dopasowywanej funkcjg Gaussa oraz jednej
waskiej cieczowej sktadowej L (rownanie 9.6). Powyzej tego uwodnienia daje si¢ dodatkowo
wyrdzni¢ druga sktadowa cieczowa L; (rownanie 9.7). Dla najwyzszych uwodnien (Am/mg >
0.163) nie daje si¢ juz wyodrgbni¢ sktadowa o ksztalcie funkcji Gaussa, a widmo sktada si¢

jedynie z dwoch waskich linii cieczowych (réwnanie 9.8).

Widma dla catego zakresu hydratacji widoczne sg na Rysunku 9.12.
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Rys. 9.11. Widma *H-NMR zebrane przy czestosci 300 MHz dla kompleksu DNA-DDCA uwodnionego do poziomu (a)
Am/mg = 0.048, (b) Am/my = 0.44; linia ciagta — widmo zmierzone, linia przerywana —dopasowane krzywe opisane (a) row-
naniem 9.6 oraz (b) rbwnaniem 9.8.
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Rys. 9.12. Widma *H-NMR w funkcji poziomu hydrataciji dla kompleksu (a) DNA-CTMA oraz (b) DNA-DDCA zebrane w
temperaturze pokojowej. Sktadowa cieczowa przeskalowana jest przez czynnik k-(1 + Am/mg)

Pozycja $rodka linii o ksztalcie funkcji Gaussa jest rowna dla kompleksu DNA-
DDCA s =(3.00 + 0.37) kHz. Szeroko$¢ potdéwkowa linii od ciata statego maleje od warto-
sci Ave = (38.08 £ 0.19) kHz do wartosci Avg = (19.79 £ 0.24) kHz, dla uwodnien w zakresie
od Am/mg = 0.05 do 0.17.

Obliczony z rownania 9.3 czas relaksacji spinowo-spinowej wynosi T;G ~ (18 £4) us.

Dla uwodnienia Am/mg = 0.048 pojawia si¢ linia pochodzaca od frakeji Ly (wody Sci-
$le zwigzanej). Wraz z rosngcym uwodnieniem zmienia ona potozenie. Otéz dla Am/mo < 0.14

pozycja jej srodka wynosi v, = (279 + 68) Hz, natomiast dla uwodnienia powyzej Am/mg =
0.16 pozycja stopniowo przesuwa sie, 0siggajac wartos¢ v, = (-329 + 15) Hz (Rysunek 9.13).
Szeroko$¢ potéwkowa linii L; dla niskich uwodnien rowna jest Ale = (5.12 £0.34) kHz, co
sugeruje pochodzenie tej linii od frakcji wody $ci$le zwigzanej (Rysunek 9.14).

Wyznaczony z rownania 9.4 czas relaksacji dla sktadowej L; dla niskich poziomow
hydratacji wynosi Tz*L1 = (62 £ 4) ps. Wartos¢ ta jest w przyblizeniu rowna czasowi relaksacji
T;_l otrzymanemu z eksperymentu w domenie czasu dla frakcji wody $cisle zwigzane;.

Wraz ze wzrastajagcym poziomem hydratacji probki szeroko$¢ potéwkowa linii L;

zmniejsza si¢ do wartosci Av,, = (1.168 + 0.066) kHz dla uwodnienia Am/mqo = 0.16. Warto$¢

ta odpowiada czasowi relaksacji poprzecznej T;Ll = (273 £ 15) ps, zblizonemu do czasu relak-
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sacji poprzecznej dla frakcji wody mobilnej, luzno zwigzanej, zaobserwowanego w ekspery-

mencie w domenie czasu.

Dla jeszcze wyzszych poziomow uwodnienia, powyzej Am/mg = 0.09, pojawia si¢
druga linia cieczowa L,, opisywana funkcja Lorentza. Jej pozycja jest przesunigta wzgledem
pozycji linii Ly i jest rowna v = (783.9 + 6.2) Hz (Rysunek 9.13). Szeroko$¢ potowkowa linii

L, nie zmienia si¢ wraz ze wzrostem poziomu hydratacji i wynosi AVLZ = (0.853 £ 0.013)

kHz, co odpowiada czasowi relaksacji spinowo-spinowej réwnemu TZ*LQZ (370 £ 58) ps, co

podobnie jak w przypadku kompleksu DNA-CTMA jest wartoscig charakterystyczng dla wo-
dy luzno zwigzanej obserwowanej w réznych uktadach mikrohetegennych (Haranczyk i inni,

2006; Haranczyk i inni, 2008; Haranczyk i inni, 2010).
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Rys. 9.13. Potozenia $rodkéw linii sktadowych cieczowych widma *H-NMR dla kompleksu DNA-DDCA wyrazone w funk-
cji uwodnienia; (A) sktadowa L;, (O) sktadowa L,.
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Rys. 9.14. Szerokosci potéwkowe pikow sktadowych cieczowych w widmie *H-NMR hydratowanego DNA-DDCA w funk-
cji poziomu uwodnienia; (A) sktadowa L;, (O) sktadowa L,; na wstawce widoczna dodatkowo szerokos¢ potdéwkowa skta-
dowej statociatowej (H).
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9.1.2.4 Zaleznos¢ hydratacyjna skladowych cieczowych dla kompleksu DNA-DDCA
Frakcja wody zwiazanej, L; , dla kompleksu DNA-DDCA wyrazona w jednostkach
suchej masy L/S liniowo wzrasta wraz z poziomem uwodnienia (Rysunek 9.15) i opisana jest

nastepujaca funkcja:
L,/S=(8.15+2.0)- Am/m,+(1.15+0.17). 9.10

Liniowa zalezno$¢ L3i/S od poziomu hydratacji sugeruje nieobecnos$¢ frakeji stalej,

rozpuszczalnej w wodzie (Haranczyk i inni, 1999).

@H DNA-DDCAI ' ' '
— 44 i

0 (@)
3' % O O -
2- 0o -

O O

14 1

O T T T T

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Am/m

0

Rys. 9.15. Hydratacyjna zalezno$¢ sktadowej cieczowej L; wyrazonej w jednostkach sktadowe;j statej, L;/S, suchej masy dla
kompleksu DNA-DDCA. Uwodnienie wyrazono jako przyrost masy probki wyrazony w jednostkach suchej masy.

Druga sktadowa wody zwiagzanej, L, dla kompleksu DNA-DDCA wyrazona w jed-
nostkach suchej masy rowniez wzrasta liniowo wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia (Ry-

sunek 9.16), zgodnie z zaleznoscia:

L,/S=(16.5+1.9)- Am/m, —(1.11+0.23). 9.11

Graniczny poziom hydratacji kompleksu DNA-DDCA, powyzej ktorego stwierdza si¢

obecnos¢ frakcji wody luzno zwigzanej L, wynosi Am_ /m, =0.067 +0.016.
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U) 3. 5 T T T T
~ DNA-DDCA
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Rys. 9.16. Hydratacyjna zalezno$¢ sktadowej cieczowej L, wyrazonej w jednostkach sktadowej statej, L,/S, suchej masy dla
kompleksu DNA-DDCA. Uwodnienie wyrazono jako przyrost masy probki wyrazony w jednostkach suchej masy.

Wydaje sig, ze niejednorodnos¢ pola B wptywa na obydwie sktadowe cieczowe Ly i L;
w taki sam sposob, skracajac T, wedtug réwnania 4.35.

Wyliczone dla obu linii czasy relaksacji spinowo-spinowej obydwu frakcji sg jednakze
roézne, co oznacza istnienie dodatkowego mechanizmu relaksacji, w réznym stopniu wzmac-

niajacego proces relaksacji dla obu sktadowych wody zwigzane;.
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9.2  Spektroskopia relaksacyjna *H-NMR

W celu zmierzenia czasow relaksacji spinowo-sieciowej dla poszczegolnych sktado-
wych widma *H-NMR wykonano eksperymenty spektroskopii relaksacyjnej na spektrometrze
300 MHz (rozdziat 4.3.3). Rodziny widm zarejestrowano w temperaturze pokojowej dla pro-
bek odwodnionych (4m/my = 0.06 dla DNA-CTMA, Am/my = 0.05 dla DNA-DDCA) oraz dla
porownania, dla probek o najwyzszym uzyskanym z fazy gazowej poziomie uwodnienia

(Am/mo = 0.55 dla DNA-CTMA, Am/mq = 0.44 dla DNA-DDCA).

Dla kazdej wyodrebnionej sktadowej linii widma *H-NMR niezaleznie dopasowywano

wieloeksponencjalng zalezno$¢ opisujaca relaksacje spinowo-sieciowa:

A(T)Z%;A{l—%m(—éﬂ, 9.12

gdzie i = S, Ly, L, to oznaczenie analizowanej sktadowej widma, j = 1 Iub 2 sg liczbg dopaso-

wywanych eksponent dla danej linii, Tl,jijest czasem relaksacji spinowo-sieciowej j-tej skta-
dowej, natomiast Aljest j-towa komponents i-tej linii w widmie, A jest catkowitym polem

pod widmem zarejestrowanym dla badanej probki, przy czym:
A=DA. 9.13
i

9.2.1 Spektroskopia relaksacyjna *H-NMR kompleksu DNA-CTMA
Rodziny widm uzyskane dla réznych wartosci czasu t (czasu miedzy impulsami 7z oraz

7/2) dla dwoch uwodnien zebrane sg na Rysunkach 9.17a i b.

a)

DNA-CTMA
Am/mOZO.O()
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b)

DNA-CTMA
Am/mO=0.55

Rys. 9.17. Widma *H-NMR w eksperymencie spektroskopii relaksacyjnej w temperaturze pokojowej dla kompleksu DNA-
CTMA, dla poziomu uwodnienia (a) 4m/mq = 0.06 oraz (b) A4m/mq = 0.55.

Dla probki statego kompleksu DNA-CTMA uwodnionego do poziomu Am/mg = 0.06

odrost podtuznej sktadowej magnetyzacji jadrowej dla frakcji statej opisany jest funkcja jed-

noeksponencjalng (rownanie 9.12) stanowigcg A =51.2% pola powierzchni pod widmem

i charakteryzuje sie czasem relaksacji podtuznej T,; = (350 + 17) ms. Ponadto w widmie da
si¢ wyrozni¢ takze dwie skladowe cieczowe L; i L, stanowigce odpowiednio
A, =266% i A =222% pola powierzchni pod widmem i relaksujace z czasami T, =
(215+ 11) ms oraz T,;  =(303.7 +7.5) ms (Rysunek 9.18a).

Uwodnione do wysokiego poziomu hydratacji kompleksy DNA-surfaktant wykazuja
inny mechanizm procesu relaksacji podtuznej. Obserwowane sg jedynie dwie waskie linie
0 ksztalcie opisywanym funkcjg Lorentza Ly i Ly, pochodzace z dwoch frakeji wody zwigza-

nej. Relaksacja sktadowej L; jest dobrze opisana superpozycja dwoch eksponent. Pierwsza
sktadowa linii L; stanowi A}, =17.5% , a druga sktadowa L, A’, =48.7% pola powierzchni
pod widmem. Sktadowe te relaksujg z czasami TllL1 = (90 £ 20) ms oraz T12L1 = (345 + 39) ms.

Sygnat pochodzacy od wody L, zwigzanej stanowi A , =33.8% oraz pola powierzchni pod
widmem, a jego relaksacja opisana jest krzywa jednoeksponencjalng o czasie relaksacji T, , =

(424 + 7) ms. Dopasowanie superpozycji dwoch eksponent nie poprawiato jakosci dopaso-

wania (Rysunek 9.18b).
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Rys. 9.18. Funkcja magnetyzacji spinowo-sieciowej dla obu sktadowych widma *H-NMR wyodrebnionych w eksperymencie
spektroskopii relaksacyjne w temperaturze pokojowej dla kompleksu DNA-CTMA,; pomiar dla poziomu uwodnienia (a)
Am/mg = 0.06 oraz (b) Am/mq = 0.55; widoczne sktadowe: (W) G, (A) Ly, (O) L.
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9.2.2 Spektroskopia relaksacyjna *H-NMR kompleksu DNA-DDCA
Na Rysunku 9.19 przedstawiono widma uzyskane dla r6znych warto$ci czasu t czasu

mi¢dzy impulsami 7 oraz /2.

a)
DNA-DDCA
Am/m0=0.05
6
08
£ @
<
*\\
°
b)
DNA-DDCA
= 0.4
-50 0.3 e\"\
&
)

Rys. 9.19. Widma *H-NMR w eksperymencie spektroskopii relaksacyjnej w temperaturze pokojowej dla kompleksu DNA-
DDCA, dla poziomu uwodnienia (a) 4m/mqy = 0.05 oraz (b) 4m/mqy = 0.44.

W przypadku zdehydratowanego kompleksu DNA-DDCA relaksacja spinowo-

sieciowa Gaussowskiej sktadowej pochodzacej od frakcji statej probki opisana jest krzywa

dwueksponencjalng (rownanie 9.12). Krotsza sktadowa stanowi Aé =11.4% calego sygnatu
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i charakteryzuje si¢ czasem relaksacji podtuzne;j TllG = (6 = 1) ms. Dluzsza sktadowa o czasie

relaksacji T,%= (370 + 33) stanowi AZ =29.4% catkowitego pola powierzchni pod widmem.
Sktadowa cieczowa sygnatu opisywana funkcja Lorentza dla zdehydratowanego kompleksu
DNA-DDCA stanowi A =59.2% pola powierzchni pod widmem. Jej relaksacja spinowo-
sieciowa opisywana jest krzywa jednoeksponencjalng, o czasie relaksacji podtuznej réwnym
T, = (298 £ 15) ms. Dopasowywanie dwueksponencjalnej krzywej nie dawato lepszego
wyniku.

Dla kompleksu DNA-DDCA uwodnionego do wysokiego poziomu obserwowano je-

dynie dwie waskie linie o ksztalcie opisywanym funkcjg Lorentza L; i Ly, pochodzace z

dwoch frakcji wody zwigzanej. Relaksacja sktadowej Lj jest dobrze opisana superpozycija
dwoch eksponent. Krotsza, stanowigca A, =20.0% pola powierzchni pod widmem, charak-
teryzuje si¢ czasem relaksacji T,i,= (38 £ 7) ms, podczas gdy dtuzsza, relaksujaca z czasem
T2, = (159 +22) ms, stanowi A’, =27.8% pola powierzchni pod widmem.

Sygnat L, pochodzacy od wody zwiazanej stanowi A , =52.2% pola powierzchni

pod widmem, a jego relaksacja opisana jest krzywa jednoeksponencjalng o czasie relaksacji
T,., =267 £8) ms.

a)

S 15 §

i |
<C 104 = = .
5 i
0- i
-5 4
-10 4
DNA-DDCA |
15 Am/m0=0.05 i
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b)
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Rys. 9.20. Funkcja magnetyzacji spinowo-sicciowej dla obu sktadowych widma *H-NMR wyodrebnionych w eksperymencie
spektroskopii relaksacyjne w temperaturze pokojowej dla kompleksu DNA-DDCA,; pomiar dla poziomu uwodnienia (a)
Am/mg = 0.05 oraz (b) Am/my = 0.44; widoczne sktadowe: (W) G, (A) Ly, (O) L.

9.3  Pomiary zalezno$ci temperaturowych widm ‘H-NMR dla stalych
kompleksow DNA-surfaktant
Spektroskopowe pomiary hydratacyjne wykonane byty na spektrometrze 300 MHz dla
komplekséw DNA-CTMA oraz DNA-DDCA w trybie schladzania probki, w zakresie tempe-
ratur od 290 K do 210 K oraz w trybie grzania w zakresie od 290 K do 380 K, co 10 K. Eks-
perymenty przeprowadzone byly dla probek odwodnionych oraz dla probek maksymalnie
uwodnionych, w celu poréwnania procesu zamarzania w uktadach o znaczaco ré6znym pozio-

mie uwodnienia.

Widma *H-NMR dla komplekséow DNA-surfaktant o niskich pozioméw uwodnienia
(4m/mg = 0.06 dla DNA-CTMA oraz Am/my = 0.05 dla DNA-DDCA) i w niskich temperatu-
rach sa superpozycjami dwoch linii pochodzacych od ciata statego oraz prawdopodobnie
szczatkowe] wody zwigzanej, znajdujacej si¢ na powierzchniach badanych struktur, majacych

ksztatt funkcji Gaussa, G oraz G;.

— As _ . (v-vs) 2
AWv)= AVG'\mexp[ 2In4( o ”+

2

A (V_VG )

+ L exp| —2In4-| ———=~| |,
Avg -~Ind -7 /2 P

9.14
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gdzie Avg 1 Avg sa szerokosciami potowkowymi funkcji Gaussa, , vg i v sa polozeniami

srodkow linii Gaussa, natomiast A | A, sa polami powierzchni pod pikami Gaussa.

Wraz ze wzrostem temperatury linie si¢ zwezaja. Dla najwyzszych temperatur widmo

sktadato si¢ z linii o ksztalcie funkcji Gaussa G oraz drugiej o ksztaltcie funkcji Lorentza L;:

)Y | 2A Av
A(v)= A exp —2|n4-((vv6)j + .! , 9.15
Avg -+/Ind -7 /2 Avg T 4~(v—vL1)2+AvL2
1

gdzie Avg i Av sa szerokosciami potdwkowymi odpowiednio funkcji Gaussa i funkcji Lo-
rentza, v, oraz v, sa potozeniami $rodkow linii Gaussa i sktadowej dopasowanej funkcja
Lorentza, natomiast A; i A sa polami powierzchni pod pikami Gaussa i Lorentza, odpo-

wiednio.

Dla wysokiego poziomu uwodnienia (Am/my = 0.55 dla DNA-CTMA oraz Am/mg =
0.44 dla DNA-DDCA) i niskich temperatur, widma (podobnie jak dla niskiego uwodnienia)
sktadaja si¢ wylacznie z dwoch linii majacych ksztatt funkcji Gaussa (réwnanie 9.14). Dla

wyzszych temperatur obie linie zwe¢zajg si¢ 1 sg opisywane funkcja Lorentza:

A(v)= 2AL1 Ale N 2AL2 AVLZ
T 4-(v—vL1)2+AvL21 a 4-(v—vL2)z+AvL22

9.16

gdzie Ale i AvL2 sa szerokosciami potowkowymi funkcji Lorentza, sktadajacych si¢ na
widmo, v, oraz v_ sg polozeniami srodkow linii Lorentza, natomiast A1_l [ AL2 sg polami
powierzchni pod liniami opisywanymi funkcja Lorentza.
9.3.1 Pomiary zaleznosci temperaturowych widm ‘H-NMR dla kompleksu
DNA-CTMA dla niskiego uwodnienia
Przyktadowe widma ‘H-NMR dla kompleksu DNA-CTMA dla niskiego poziomu
uwodnienia (Am/mg = 0.06) dla dwoch temperatur (260 K oraz 300 K) przedstawione sa na
Rysunku 9.21. Rodzina widm dla catego zakresu zmierzonych temperatur przedstawiona jest

na Rysunku 9.22.
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Rys. 9.21. Widma *H-NMR zebrane na spektrometrze 300 MHz dla kompleksu DNA-CTMA; wzgledny przyrost masy
Am/mg = 0.06, temperatura (a) 260 K, (b) 300 K; linia ciagta — widmo do$wiadczalne, linia przerywana — dopasowane krzy-
we opisane (a) rownaniem 9.14 (b) rbwnaniem 9.15.
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Rys. 9.22. Widma *H-NMR dla zmierzonego zakresu temperatur dla kompleksu DNA-CTMA, dla poziomu uwodnienia

Am/mg = 0.06.

Wraz z rosnacg temperaturg od T = 210 do T = 380 K szeroko$¢ potowkowa linii G
zmniejsza si¢ od A vg = (50.205 + 0.073) kHz dla kompleksu DNA-CTMA do szerokosci A vg

= (14.05 + 0.05) kHz. W temperaturze pokojowej szerokos$¢ poldwkowa jest rowna Avg =

(15.085 + 0.060) kHz (Rysunek 9.23a).

Zachowanie sktadowej G; jest inne. Od szerokos$ci poldwkowej w temperaturze T =
210 K rownej Avg; = (14.455 + 0.058) kHz zmniejsza si¢ do Avgy = (6.350 £ 0.015) kHz w
temperaturze T =290 K. Wraz z dalszym ogrzewaniem probki linia ta dopasowywana jest

lepiej funkcja Lorentza o szerokosci Av, = (3.401+ 0.015) kHz w temperaturze T = 300 K, by
dla temperatury T = 380 K osiagna¢ szerokos¢ Av, =(3.365 = 0.011) kHz (Rysunek 9.23a).
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Rys. 9.23. Temperaturowe zaleznosci (a) szeroko$ci potowkowych oraz (b) potozenia linii dla kompleksu DNA-CTMA, dla
poziomu uwodnienia Am/my = 0.06; widoczne sktadowe: (®) G, (W) G, (A) L.

9.3.2 Pomiary zaleznosci temperaturowych widm ‘H-NMR dla kompleksu DNA-

CTMA dla wysokiego uwodnienia
Widma *H-NMR dla kompleksu DNA-CTMA dla wysokiego poziomu uwodnienia

i niskich temperatur sg ztozeniem dwoch linii od ciata statego opisywanych funkcja Gaussa
(rownanie 9.14). Wraz ze wzrostem temperatury szeroko$ci potowkowe linii zwezaja si¢ 1 dla
wyzszych temperatur (powyzej okoto 265 K) sktadaja si¢ z dwoch linii opisywanych funkcja
Lorentza (réwnanie 9.16). Przyktadowe widma dla hydratacji Am/my = 0.55, zebrane w tem-
peraturze 260 K oraz 300 K przedstawione sg na Rysunkach 9.24a i b. Rodzina widm dla ca-

tego zakresu zmierzonych temperatur przedstawiona jest na Rysunku 9.25.
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Rys. 9.24. Widma *H-NMR zebrane na spektrometrze 300 MHz dla kompleksu DNA-CTMA; wzgledny przyrost masy
Am/my = 0.55, temperatura (a) 260 K, (b) 300 K; linia ciggta — widmo do$wiadczalne, linia przerywana — dopasowane krzy-
we opisane (a) rownaniem 9.14 (b) rbwnaniem 9.16.

DNA-CTMA
Am/m=0.55

Rys. 9.25. Widma *H-NMR dla zmierzonego zakresu temperatur dla kompleksu DNA-CTMA, dla poziomu uwodnienia
Am/mgy = 0.55.

Dla kompleksu DNA-CTMA uwodnionego do poziomu Am/mg = 0.55 dla najnizszych
temperatur widmo mozna opisa¢ jako superpozycj¢ dwoch linii o ksztalcie funkcji Gaussa.
Sktadowa G; ma w temperaturze 220 K szerokos¢ potéwkowa Avgy = (11.074 £ 0.033) kHz.
Ze wzrostem temperatury linia si¢ zweza, az w temperaturze 280 K linia lepiej opisywana jest
funkcjg Lorentza o szerokosci potowkowej Avi1 = (1.423 + 0.035) kHz, a nastepnie dalej si¢

zweza, do szerokosci Avig = (0.842 £ 0.011) kHz w temperaturze 330 K.

Obserwowana w zakresie temperatur od 220 K do 260 K linia G w najnizszej zmie-

rzonej temperaturze (220 K) ma szeroko$¢ Avg = (58.00 + 0.11) kHz, a w najwyzszej (260
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K) Avs = (4.036 £ 0.067) kHz. W zakresie temperatur 260 K do 340 K linia ta jest lepiej opi-
sywana funkcjg Lorentza, ktorej szeroko$¢ wraz ze wzrostem temperatury zmniejsza si¢ od

Aviz = (1.004 £ 0.003) kHz do Avi2 = (0.972 + 0.016) kHz (Rysunek 9.26a). Potozenia $rod-

koéw linii sktadajacych si¢ na widmo przedstawione sg na Rysunku 9.27b.
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Rys. 9.26. Temperaturowe zaleznosci (a) szeroko$ci potowkowych oraz (b) potozenia linii dla kompleksu DNA-CTMA, dla
poziomu uwodnienia Am/mq = 0.55; widoczne sktadowe: (@) G, (W) G,, (A) Ly, (O) L,.
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9.3.3 Pomiary zaleznos$ci temperaturowych widm ‘H-NMR dla kompleksu DNA-

DDCA dla niskiego uwodnienia

Przyktadowe widma 'H-NMR dla kompleksu DNA-DDCA dla niskiego poziomu
uwodnienia (Am/mg = 0.05) dla dwodch réznych temperatur (260 K i 300 K) przedstawione sa
na Rysunku 9.27. W niskich temperaturach (ponizej 290 K) widmo jest sumg dwodch linii po-
chodzacych od ciala statego, opisywanych funkcja Gaussa, G oraz G; (réwnanie 9.14). Wraz
ze wzrostem temperatury linie zwezaja si¢ 1 powyzej 300 K widmo jest opisywane linig od
ciata statego G oraz linig opisywang funkcja Lorentza L;. Widma zmierzone dla catego zakre-

su temperatur przedstawiono na Rysunku 9.28.
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Rys. 9.27. Widma *H-NMR zebrane na spektrometrze 300 MHz dla kompleksu DNA-DDCA; wzgledny przyrost masy
Am/mgy = 0.05, temperatura (a) 260 K, (b) 300 K; linia ciaggta — widmo do$wiadczalne, linia przerywana — dopasowane krzy-
we opisane (a) rownaniem 9.14 (b) rbwnaniem 9.15.
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DNA-DDCA
Am/m_=0.05

Rys. 9.28. Widma *H-NMR dla zmierzonego zakresu temperatur dla kompleksu DNA-DDCA, dla poziomu uwodnienia
Am/mg = 0.05.

Szeroko$¢ potdéwkowa linii G zmniejsza si¢ od Avg = (91.56 + 0.55) kHz do szeroko-
sci Avg =(11.48 + 0.04) kHz wraz z rosngcg temperaturg od T =210 do T =380 K. W tempe-
raturze pokojowej szerokos¢ potdwkowa dla DNA-CTMA jest rowna Avg = (27.50 + 0.09)
kHz (Rysunek 9.29a).

W przypadku sktadowej G; szeroko$¢ potowkowa w temperaturze T = 210 K jest
rowna Avgy = (40.43 £ 0.11) kHz 1 spada do wartosci Ave; = (5.897 £ 0.018) kHz w tempera-
turze T = 290 K. Wraz z dalszym ogrzewaniem probki linia ta zamienia si¢ w lini¢ o ksztalcie
funkcji Lorentza o szerokosci Av, = (4.579+ 0.018) kHz w temperaturze T = 300 K i dla
temperatury T = 380 K osigga szerokos¢ Av, = (2.583 £ 0.009) kHz. Potozenia srodkéw linii

sktadajacych si¢ na widmo przedstawione sg na Rysunku 9.29b.
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Rys. 9.29. Temperaturowe zalezno$ci () szeroko$ci potowkowych i (b) potozenia linii dla komplesu DNA-DDCA, dla po-
ziomu uwodnienia Am/mqy = 0.05; widoczne sktadowe: (®) G, (W) G, (A) L.

9.3.4 Pomiary zaleznosci temperaturowych widm ‘"H-NMR dla kompleksu DNA-

DDCA dla wysokiego uwodnienia

Widma *H-NMR dla kompleksu DNA-DDCA dla wysokiego poziomu uwodnienia
(Am/mg = 0.44) dla zakresu niskich temperatur (od 220 K do 260 K) sktada si¢ z dwoch sze-
rokich linii pochodzacych od matrycy statej, dobrze opisywanych funkcjg Gaussa, G oraz G;
(rownanie 9.14). Dla wyzszych temperatur, tj. od 260 K do 330 K linie te sg wezsze 1 dobrze
opisywane funkcjg Lorentza ,L; i L, (rOwnanie 9.16), co jest charakterystyczne dla frakcji
cieczowych. Przyktadowe widma dla temperatur 260 K oraz 300 K przedstawione sa na Ry-
sunku 9.30a i b. Rodzina widm dla catego zakresu zmierzonych temperatur przedstawiona jest

na Rysunku 9.31.
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b)
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Rys. 9.30. Widma *H-NMR zebrane na spektrometrze 300 MHz dla kompleksu DNA-DDCA; wzgledny przyrost masy
Am/mg = 0.44, temperatura (a) 260 K,(b) 300 K; linia ciagta — widmo do$wiadczalne, linia przerywana — dopasowane krzywe

opisane (a) rownaniem 9.14 (b) rownaniem 9.16.

DNA-DDCA
Am/m =0.44

Rys. 9.31. Widma *H-NMR dla zmierzonego zakresu temperatur dla kompleksu DNA-DDCA, dla poziomu uwodnienia
Am/mgy = 0.44.

Sktadowa G; ma w temperaturze 220 K szeroko$¢ potowkowa Ave: = (13.891 =+
0.055) kHz. Ze wzrostem temperatury linia ta zwegza sig, a w temperaturze 270 K linia przyj-
muje ksztalt funkcji Lorentza o szerokosci Avi; = (1.441 £+ 0.013) kHz, ktora dalej si¢ zweza,
do szerokosci Avi1 = (0.962 + 0.003) kHz w temperaturze 330 K. Widoczna w zakresie tem-
peratur od 220 K do 260 K linia G ma w najnizszej zmierzonej temperaturze (220 K) szero-
ko$¢ Ave = (44.034 = 0.099) kHz, a w 240 K Avs = (8.550 + 0.110) kHz. W zakresie tempe-
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ratur 250 K do 330 K widoczna jest juz jako linia lepiej opisywana funkcjg Lorentza, ktorej
szerokos$¢ wraz ze wzrostem temperatury zmniejsza si¢ od Avi, = (1.622 + 0.010) kHz do

Aviz = (0.749 £ 0.016) kHz (Rysunek 9.32a). Potozenia $rodkéw linii wyzej omowionych

widoczne s3 na Rysunku 9.32b.
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Rys. 9.32. Temperaturowe zaleznosci (a) szerokos$ci potdowkowych oraz (b) potozenia linii dla kompleksu DNA-DDCA, dla

poziomu uwodnienia Am/mg = 0.44; widoczne sktadowe: (®) G, (H) G, (A) Ly, (O) L,
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9.4  Pomiar czasu relaksacji podtuznej T, w funkcji temperatury
Dla kompleksow DNA-CTMA oraz DNA-DDCA wykonano na spektrometrze 300
MHz pomiary temperaturowej zaleznosci czasu relaksacji spinowo-sieciowej, dla probek zde-

hydratowanych oraz dla probek maksymalnie uwodnionych.

9.4.1 Temperaturowe pomiary czasu relaksacji podltuznej T, dla kompleksu DNA-
CTMA
Dla kompleksu DNA-CTMA odwodnionego do poziomu uwodnienia Am/mg = 0.06

czas relaksacji spinowo-sieciowej w temperaturze T = 220 K jest rowny T; = (811 £+ 5) ms.
Wraz z rosngcg temperaturg warto$¢ czasu relaksacji spada, by w temperaturze T = 290 K
o0siggna¢ minimum réwne T; = (288 £ 3) ms, nastgpnie zndw rosnie i w temperaturze T = 370

K osigga warto$¢ Ty = (651 + 6) ms (Rysunek 9.33).

Do zmierzonych warto$ci czasu relaksacji dopasowano zalezno$¢ zakladajaca arrhe-

niusowska zalezno$¢ czasu relaksacji od temperatury:

T,=T exp( kETJ 9.17

otrzymujac nastepujace wartosci energii aktywacji: Ea = (14.8 = 0.8) kJ/mol dla zaleznosci
malejacej, oraz Ex = -(9.7 £ 0.2) kJ/mol dla rosnace;.
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Rys. 9.33. Temperaturowa zaleznos¢ czasu relaksacji podtuznej T; dla DNA-CTMA; wzgledny przyrost masy Am/mg = 0.06.
Dopasowanie rownania 4.39 do temperaturowej zalezno$ci szybkosci relaksacji po-
dhuznej R1=1/T1, pozwolito uzyskaé¢ usredniong warto$¢ odleglosci migdzy oddziatujagcymi

spinami, rowng dla DNA-CTMA r = (1.626 + 0.004) A oraz energie aktywacji Ep = -(15.7 =

131



0.5) kd/mol (Rysunek 9.34). Z uwagi na mikroheterogennos$¢ probki uzyskana odlegtos¢ mig-

dzy relaksujacymi spinami na dla kompleksow DNA-CTMA wylacznie warto§¢ szacunkowa.

T [K]
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Rys. 9.34. Zalezno$ci temperaturowe szybko$ci relaksacji podtuznej R; dla DNA-CTMA; wzgledny przyrost masy Am/mg =
0.06.

Dla probek uwodnionych do Am/my=0.55 temperaturowe zaleznosSci czasu relaksacji

spinowo-sieciowej sg bardziej ztozone.

W przypadku kompleksu DNA-CTMA, dla najnizszej temperatury T = 220 K czas re-
laksacji podtuznej wynosi T1= (970 £+ 10) ms, nastgpnie skraca si¢ wraz ze wzrastajacg tempe-
raturag. W temperaturze T = 270 K zaobserwowano minimum o wartosci T1= (149 + 3) ms.
Powyzej temperatury T = 310 K dochodzi do wyraznego rozszczepienia linii, dzigki czemu
udato si¢ wyznaczy¢ dwa czasy relaksacji podtuznej, ktorych wartosci rosng wraz z tempera-
tura, by osiggnaé wartosci T1= (322 = 6) ms i T1= (351 + 4) ms w temperaturze T = 330 K.
Wyznaczone energie aktywacji wynoszg Ea = -(4.4 + 0.4) kd/mol i Ex = (13.8 £ 0.5) kJ/mol

odpowiednio dla temperatur ponizej i powyzej minimum Tj.
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Rys. 9.35. Temperaturowe zaleznosci czasu relaksacji podtuznej T, dla poziomu uwodnienia Am/mq = 0.55 dla kompleksu
DNA-CTMA, (m) sktadowa obecna w catym zakresie temperatur (O) sktadowa pojawiajaca si¢ powyzej temperatury 310 K.

9.4.2 Temperaturowe pomiary czasu relaksacji podluznej T, dla kompleksu DNA-

DDCA

Temperaturowy przebieg czasu relaksacji podtuznej dla kompleksu DNA-DDCA
(4m/my = 0.05) jest podobny jak dla kompleksu DNA-CTMA. Minimum warto$ci czasu re-
laksacji spinowo-sieciowej rowne T; = (288 + 6) ms zaobserwowano w temperaturze T=310

K. Dla temperatury T = 210 K zmierzono wartos¢ czas T1 = (599 £ 5) ms, za$ dla najwyzszej,

T=370K, T 1= (558 £ 7) ms.

Do zmierzonych warto$ci czasu relaksacji dopasowano arrheniusowska zalezno$¢ cza-
su relaksacji od temperatury (réwnanie 9.17), otrzymujac wartosci energii aktywacji: Ea =
(16.4% 0.1) kJ/mol i Ex = -(4.5 + 0.1) kJ/mol odpowiednio dla zalezno$ci malejacej oraz ro-

snacej (Rysunek 9.36).
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Rys. 9.36. Zalezno$ci temperaturowe czasu relaksacji podtuznej T, dla poziomu uwodnienia Am/mg = 0.05 dla kompleksu
DNA-DDCA.

Dopasowanie do temperaturowa zaleznos¢ szybkosci relaksacji R;=1/T; od temperatu-
ry funkcji opisanej 4.39 nie jest satysfakcjonujace (Rysunek 9.37), pozwala jednak uzyskac
szacunkowg usredniong warto$¢ odlegtosci miedzy oddziatujgcymi spinami, rowng r = (1.646
+ 0.012) A. Rézne nachylenia krzywych opisujacych temperaturowg zalezno$é szybkosci
relaksacji ponizej i powyzej minimum, moze $wiadczy¢ o przej$ciu fazowym zachodzacym

w tej temperaturze (320 K).
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Rys. 9.37. Temperaturowe zalezno$ci szybkosci relaksacji podtuznej R; dla najnizszych poziomu uwodnieniadm/mg = 0.05,
dla kompleksu DNA-DDCA.

Dla kompleksu DNA-DDCA uwodnionego do poziomu Am/mq = 0.44 dla temperatury
T = 220 K zaobserwowano najdtuzszy czas relaksacji podtuznej T1= (680 + 8) ms oraz jego

spadek wraz ze wzrostem temperatury. W temperaturze T = 270 K dochodzi do wyraznego
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rozdzielenia linii i natychmiastowego wzrostu czasu relaksacji jednej z linii wraz ze wzrostem

temperatury do wartosci T1= (330 £ 7) ms w T = 330 K. Czas relaksacji drugiej linii skraca si¢

do wartosci T1= (120 £ 6) ms w temperaturze T = 280 K i nie zmienia si¢ znacznie wraz

z dalszym wzrostem temperatury. WartoSci energii aktywacji wyznaczone z dopasowania

funkcji opisanej rownaniem 9.17 do temperaturowej zaleznosSci czasu relaksacji podtuznej

wynosza odpowiednio dla zalezno$ci malejacej oraz rosngcej Ea = (13.8+ 0.5) kd/mol i Ex = -

(4.4 £ 0.3) kJ/mol (Rysunek 9.36). Rozne energie aktywacji dla zalezno$ci powyzej i ponizej

minimum mogg takze sugerowaé istnienie przejscia fazowego w okolicach temperatury 270

K.
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Rys. 9.38. Temperaturowe zaleznosci czasu relaksacji podtuznej T; dla poziomu uwodnienia Am/my = 0.44 dla kompleksu
DNA-DDCA; (m) sktadowa obecna w catym zakresie temperatur, ([J) sktadowa pojawiajaca si¢ powyzej temperatury 270 K.
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10 Dyskusja

10.1 Kinetyka hydratacji

W statych kompleksach DNA-surfaktant, analiza kinetyki procesu hydratacji przepro-
wadzanej z fazy gazowej, pozwolita wyrdozni¢ trzy frakcje wody zwigzanej: (i) bardzo Scisle
zwigzanej, pozostajacej w kompleksie przy wilgotnosci wzglednej otoczenia p/py = 0%, a
usuwanej z uktadu dopiero przy podgrzewaniu do temperatury 70°C, frakcje wody (ii) Scisle
zwigzanej, wreszcie frakcje wody (ii1) luzno zwigzanej, ktorej ilos¢ rosnie proporcjonalnie do
wilgotnosci atmosfery w ktorej przeprowadzano uwadnianie. Ponizej wzglednej wilgotnosci,
srednio h = 50%, przebieg hydratacji jest jednoeksponencjalny, a powyzej h = 50%, opisywa-
ny superpozycja dwoch eksponent, co sugeruje, ze dopiero od tej warto$ci wigze si¢ w ukta-
dzie woda luzno zwigzana. Podobny proces kinetyki hydratacji, polegajacy na pojawianiu si¢
wody luzno zwigzanej powyzej pewnego poziomu uwodnienia, stwierdzono w ekstremofil-
nym organizmie zywym, a mianowicie w plesze plechy grzyba zlichenizowanego Umbilica-
ria aprina w zakresie wilgotnosci wzglednych otoczenia od h = 88% do h = 100% (Haranczyk
i inni, 2008) oraz w polisacharydzie, w skrobi ziemniaczanej w zakresie h = 52% do h = 100%
(Blicharska i inni, 2010). Oznacza to, ze natura procesu hydratacji odzwierciedla ogdlniejsza
prawidtowos$¢ tego procesu, charakterystyczng dla r6znych uktadéw biologicznych, polegaja-
cg na obecnosci dwoch frakcji wody zwigzanej. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze istniejg uktady,
w ktorych hydratacja opisywana jest funkcja jednoeksponencjalng. Na przyktad, jednoekspo-
nencjalng kinetyke procesu hydratacji zaobserwowano dla wstepnych faz uwadniania nasion
pszenicy (Haranczyk, 2003), dla rehydratacji liofilizatow bton fotosyntetycznych pszenicy
(Haranczyk 1 inni, 1996), jak rowniez dla rehydratacji liofilizatow DGDG (Haranczyk 1 inni,
2009).

Dla probek kompleksoéw DNA-surfaktant uwadnianych w atmosferze h = 100% po
150 godzinach uwadniania zaobserwowano proces pecznienia, objawiajacy si¢ rozpoczeciem
dodatkowego, jednego, procesu hydratacji (opisanego funkcjg jednoeksponencjalng). Wydaje
sie, ze wraz z hydratacjg modyfikuje si¢ matryca stala kompleksu, umozliwiajac dalszg pene-

tracje wilgoci w glab struktury.

Kinetyka procesu hydratacji w przypadku czystego DNA pozwala wyodrebni¢ dodat-
kowa sktadowa wody $cisle zwigzanej. Podobnie jak w kompleksach DNA-surfaktant w czy-

stym DNA rowniez stwierdza si¢ wystgpowanie procesu pecznienia (Haranczyk i inni, 2010).
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10.2 lzoterma sorpcyjna
Dla wielu uktadow biologicznych izoterma sorpcyjna ma posta¢ sigmoidy i jest sku-
tecznie opisywana modelem Denta. Dla naturalnej skrobi masa wody nasycajacej pierwotne

miejsca wigzace wyniosta AM/m, =0.086, a dla skrobi modyfikowane] miedzia
AM /m, =0.096, wkladem pustych miejsc wiazacych wod¢ rownym odpowiednio 1/b; =
0.1% i 1/b; = 0.64% (Witek, 2006). Dla plech porostow parametr ten wyniost: dla Himantor-
mia lugubris 1/b, =1.11%, dla Usnea aurantiaco-atra 1/b;=1.46%, dla Caloplaca regalis

1/b;=1.93%, natomiast dla Usnea antarctica 1/b1=2.59% (Haranczyk i inni, 2006,Haranczyk
i inni, 2003).

Masa wody nasycajacej pierwotne miejsca wigzace dla czystego DNA wynosi
AM/mg = 0.114 (Haranczyk i inni, 2010). Dla kompleksow DNA-surfaktant masa wody nasy-
cajacej pierwotne miejsca wigzgce waha si¢ od wartosci zmierzonych dla zywych organi-
zmoé6w ekstremofilnych  (4M/mo = 0.054 dla plechy Umbilicaria aprina (Haranczyk i inni,
2008)) do warto$ci zmierzonej dla czystego DNA. Dla suchych kompleksow DNA-BA wyno-
si  AM/my=0.0568, dla DNA-DDCA AM/my=0.043, natomiast dla DNA-CTMA
AM/mg = 0.102.

Wkiad od pustych miejsc wigzacych wodg dla wilgotno$ci wzglednej 100% wyrazony
w procentach, bedacy miarg hydrofobowosci powierzchni sorbentu, wynosi 1/b; = 4.5% dla
kompleksu DNA-BA, 1/b; = 6.85% dla DNA-CTMA oraz 1/b; = 2.3% dla DNA-DDCA. Dla
DNA warto$¢ ta jest zblizona i rowna si¢ 1/b; = 2.95% (Haranczyk i inni, 2010). Wigkszy
udzial nieobsadzonych miejsc wi¢zacych sugeruje zwiekszong hydrofobowos¢ kompleksu

DNA-CTMA.

Parametr w izotermy wedlug modelu GDW dla wszystkich zbadanych kompleksow
DNA-surfaktant byt mniejszy od 1. Oznacza to, ze nie wszystkie molekuly wigzace si¢ bezpo-
$rednio do powierzchni sorbentu sg dostepne dla molekut kolejnych warstw. Sugeruje to duza
porowato$¢ uktadu. Najmniejszg warto§¢ parametru w zaobserwowano dla kompleksu DNA-
CTMA (w =0.27), podczas gdy dla DNA-BA w = 0.51, a dla DNA-DDCA w = 0.906.

10.3 Pomiary *H-NMR w domenie czasu

Analiza pomiardéw relaksacyjnych *"H-NMR w domenie czasu pozwolita wyodrebnié
w kompleksach DNA-surfaktant frakcje wody $cisle zwigzanej oraz frakcje wody luzno zwig-
zanej. Tak wyodrebnione obie frakcje wody zwigzanej r6znig si¢ dynamika molekularng, nie

sitg wigzania do powierzchni sorbentu, jak w przypadku kinetyki hydratacji.
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Frakcja mobilnej wody luzno zwigzanej pojawia si¢ dla uwodnien przekraczajgcych

Am/m, = 0.08 dla DNA-BA, Am/m, ~ 0.13 dla DNA-CTMA oraz Am/m, = 0.18.

Sktadowa sygnatu pochodzaca od matrycy statej kompleksu DNA-surfaktant wyglada
podobnie jak w innych skrajnie suchych uktadach biologicznych, czy w organizmach ekstre-
mofilnych, potwierdzajac tez¢ Pintara o stosunkowo niewielkim zréznicowaniu grup che-
micznych w uktadach biologicznych oraz podobienstwie pot lokalnych w skali odleglosci

testowanej w eksperymencie NMR (Pintar, 1991). Czas relaksacji spinowo-spinowej dla frak-

cji protonéw nieruchomych wyniost dla kompleksu DNA-BA Tz*s ~ 20 pus, dla DNA-CTMA

T,s = 30 ps, adla DNA-DDCA T, ~ 20 ps, co jest wartosciami bliskimi do stwierdzonych

w innych suchych uktadéw biologicznych takich jak: muszla matza (Haranczyk i inni, 1993),
dentyna (Funduk i inni, 1986), szkliwo zeba (Funduk i inni, 1984) czy martwica korkowa
i tyko (Hartley i inni, 1994).

Sktadowa stata zaniku swobodnej precesji zostata skutecznie opisana funkcja Gaussa.

Uzycie funkcji Abragama, opisywanej wigkszg liczbg parametrow, nie byto konieczne.

Zalezno$¢ hydratacyjna catkowitego sygnatu cieczowego, wyrazonego w jednostkach
sygnatu statego, zostala opisana funkcja liniowa, co raczej wyklucza obecno$¢ znaczacych
ilosci frakcji stalej rozpuszczalnej w wodzie, jak to jest na przyklad w tyku kasztanowca

(Haranczyk i inni, 1999).

10.4 Pomiary 'H-NMR w domenie czestosci

Pomiary zaleznosci hydratacyjnych widm 'H-NMR dla kompleksow DNA-CTMA
oraz DNA-DDCA dostarczyly nowych informacji w poréwnaniu do pomiaréw w domenie
czasu. Potwierdzity obecnos¢ frakcji wody luzno zwigzanej. Ksztatt linii pochodzacej od ma-
trycy statej opisany byl skutecznie funkcjg Gaussa, jednakze sygnat od wody zwigzanej dat
si¢ nieoczekiwanie rozdzieli¢ na dwie przesunigte wzgledem siebie linie, obie dla frakcji wo-
dy niewiele roznigcej si¢ mobilnoscig molekularng. Moze to $wiadczy¢ o obecnosci wody

zwigzanej w r6znych rodzajach kawern uktadu, zatem w innym otoczeniu chemicznym.

Dla matrycy stalej kompleksu czas relaksacji spinowo-spinowej obliczony z szeroko-

sci potowkowej linii od ciata statego wyniost dla DNA-CTMA TZ*Gz (19£2) ps oraz

Tz*G ~ (18 £ 4) us dla DNA-DDCA, co jest wartosciami zblizonymi do otrzymanych w pomia-

rach prowadzonych w domenie czasu.
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Czasy relaksacji Tz*G majg warto$ci zblizone do tych otrzymanych z eksperymentow

NMR wykonywanych w domenie czasu dla wielu uktadow biologicznych o niskiej hydratacji,
jak kietkujace nasiona we wstepnych fazach rozwoju (Haranczyk i inni, 1996), czyste DNA
(Haranczyk i inni, 2010), membrany lipidowe (Haranczyk i inni, 2009), btony fotosyntetyczne
(Haranczyk i inni, 2006), a takze wiele ekstremofilnych organizméw zywych, ktore moga
dehydratowaé¢ do poziomu kryptobiozy, jak plechy grzybow zlichenizowanych (Haranczyk
I inni, 2006, 2008, 2009, 2012).

Podobne wartosci czasu relaksacji Tz*e swiadczg o podobnych wtasnosciach magne-

tycznych matryc statych suchych uktadow biologicznych, formowanych przez relatywnie
niewielka réznorodno$¢ grup chemicznych, wytwarzajacych podobne lokalne pola magne-
tyczne (Pintar, 1991).

Dla czystego DNA wyodrgbniono dwie linie od ciata statego, o szerokosciach, ktore

odpowiadaja czasom relaksacji poprzecznej Tz*Gl =(3.36+0.35) 15 oraz
TZ*Gz =(6.03+£0.67) .

Zaobserwowane warto$ci szerokos$ci potdowkowych sg charakterystyczne dla wielu
uktadow biologicznych o niskim uwodnieniu, jak m.in. dla egzoszkieletu skorupiakow
(Haranczyk i inni, 2012), dla zdehydratowanych tkanek oraz catych organizmow zywych, jak

np. plech grzybow zlichenizowanych (Haranczyk i inni, 2008).

Obecnos¢ jondéw paramagnetycznych powoduje poszerzenie linii (wplywa bowiem na
skrocenie czasu relaksacji poprzecznej T,) oraz przesunigcie jej potozenia. W statym polu
magnetycznym By dochodzi bowiem do czgsciowego porzadkowania momentow magnetycz-
nych niesparowanych elektronow. Powstaje w ten sposob wypadkowe pole magnetyczne do-
dajace si¢ do zewnetrznego pola By Jezeli koncentracja jonow jest duza, czas relaksacji spi-
nowo-spinowej T, jest skrocony na tyle, Ze staje si¢ krotszy od czasu martwego spektrometru,
co uniemozliwia jego obserwacje. Zwigkszona zawarto$¢ zelaza 1 miedzi stwierdzona w kom-
pleksach DNA-surfaktant spowodowata skrocenie czasu relaksacji ponizej czasu martwego
spektrometru, ktory wynosi 6.5 us dla spektrometru 300 MHz oraz 10 ps dla relaksometru 30
MHz. Z tego powodu nie zaobserwowano dla nich drugiej, szerszej linii pochodzacej od ciata

statego.

Zachowanie dwoch linii cieczowych Lj i L, dla kompleksow DNA-surfaktant w trak-
cie hydratacji jest rozne. Wraz z rosngcym poziomem uwodnienia czas relaksacji spinowo-
spinowej odpowiadajacy sktadowej L; wzrasta, co sugeruje, ze obserwowany sygnat pochodzi

od wody $cisle oraz luzno zwigzanej i jest usredniony w wyniku szybkiej wymiany protono-
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wej migdzy obiema frakcjami wody. Wydaje si¢ wigc, ze woda zlokalizowana jest w na tyle
duzych w porach statego kompleksu DNA-surfaktant, ze sygnat pochodzacy od wody $cisle w
nich zwigzanej majoryzuje sygnat od wody luzno zwigzanej dla niskich pozioméw uwodnie-

nia.

Druga linia pochodzaca od protonow mobilnych, L,, pojawia si¢ dla wyzszych hydra-
tacji niz linia L;. Jej mniejsza szeroko$¢ sugeruje wigkszy udziat frakcji wody luzno zwigza-
nej, juz dla nizszych pozioméw hydratacji. Wieksza dostgpnos¢ dla wody luzno zwigzanej
moze by¢ spowodowana inng lokalizacjg, na przyktad na zewnatrz powierzchni miceli two-
rzonych przez kompleksy DNA-surfaktant lub w wolnych przestrzeniach miedzy granulatami

probki.

Obydwie linie cieczowe, L; i Ly, roznig si¢ takze potozeniem pikéw, co moze byc
spowodowane przesuni¢gciem chemicznym, jak réwniez obecno$cig niesparowanych elektro-
now od pobliskich jonow paramagnetycznych. Rozne czasy relaksacji spinowo-sieciowej dla
obserwowanych frakcji takze sugeruja inny mechanizm relaksacji, wynikajacy z réznej kon-

centracji jonéw paramagnetycznych w miejscach gdzie frakcje te sg zlokalizowane.

Wyznaczone zaleznosci skladowych cieczowych wyrazone w jednostkach skladowej
statej, sg niezwykle wysokie 1 niespotykane w innych uktadach biologicznych. Wspotczynnik
nachylenia prostej opisujacej t¢ zaleznos¢ oznacza, ze sygnal od protonéw mobilnych narasta

szybciej niz ilo§¢ wody wigzanej do uktadu.

Duza zawartos$¢ zelaza i miedzi znaczaco wptywa na procesy relaksacji w badanych
kompleksach DNA-surfaktant. Ten dodatkowy mechanizm relaksacji jest tak skuteczny, ze
znaczaca cz¢$¢ sygnalu od ciata stalego nie jest obserwowana, co przetozylo si¢ na wysoki
wspolczynnik nachylenia prostej opisujgcej zaleznos¢ L/S w badanych kompleksach DNA-
surfaktant.

Niezwykta czutos¢ metody NMR na obecno$¢ metali z grupy d, przejawiajaca si¢ du-
zym wplywem ich koncentracji na obserwowane wyniki, sugeruje, ze eksperymenty 'H-NMR
moga by¢ wykorzystywane jako metoda badania czystosci suchych kompleksow DNA-

surfaktant.

Warto$ci energii aktywacji 1 odlegto$ci miedzy oddziatujacymi spinami, otrzymane z
dopasowania funkcji opisanej rownaniem 4.39 wyniosty dla DNA-CTMA r = (1.626 + 0.004)
A oraz Ea = -(15.7 £ 0.5) kJ/mol, a dla DDCA r = (1.646 +£0.012) A oraz Ep = -(11 £ 1)
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kJ/mol. Wartosci te nie sg odlegle od podawanych dla wigzania wodorowego, ktorego dtugos¢

szacuje sie nar = 1.97 A, a energie na Eo = -23.7 kJ/mol (Suresh i Naik, 2000).
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11 Whnioski
1. Kinetyka hydratacji badanych kompleksow DNA-surfaktant ma charakter eksponen-

cjalny, obserwowany dla wielu uktadow biologicznych. Ponadto kinetyka hydratacji
ujawnita obecno$¢ trzech frakcji wody: zwigzanej bardzo Scisle, zwigzanej Scile,
wreszcie frakcje wody luzno zwigzane;.

2. Zaobserwowano proces pecznienia, ujawniajacy sie takze podczas hydratacji czystego
DNA.

3. Izoterma sorpcyjna zostata dobrze opisana modelem sorpcji wielowarstwowej Denta.
Parametry dopasowania sugeruja, ze kompleksem o najwigckszej hydrofobowosci jest
DNA-CTMA, o najmniejszej zas DNA-DDCA. Dopasowanie modelu GDW sugeruje,
ze kompleks DNA-CTMA charakteryzuje si¢ najwigksza porowatoscia, DNA-DDCA
najmniejsza.

4. Sygnat zaniku swobodnej precesji ‘H-NMR w domenie czasu by} sumg sygnatu od
matrycy statej komplekséw DNA-surfaktant, opisywanego funkcja Gaussa oraz sy-
gnatéow od wody rézniacej si¢ mobilnoscia: od wody $cisle oraz od wody luzno zwia-
zanej na powierzchniach kompleksu. Zalezno$¢ hydratacyjna catkowitego sygnatu
cieczowego wyrazonego w jednostkach sygnatu statego jest dobrze opisywana funkcja
liniowa, co sugeruje brak frakcji statej rozpuszczalnej w wodzie.

5. Pomiary hydratacyjne widm *H-NMR kompleksow DNA-CTMA oraz DNA-DDCA
potwierdzity obecno$¢ frakcji wody luzno zwigzanej, jednakze sygnat od wody dawat
si¢ rozdzieli¢ na dwie przesunigte wzgledem siebie linie, pochodzace od wody niewie-
le r6znigcej si¢ mobilnoscig molekularng, co oznacza, ze obie frakcje wody rdznig si¢
z uwagi na obecno$¢ dodatkowych centréw relaksacji, prawdopodobnie jondéw para-
magnetycznych. Ksztatt linii pochodzacej od matrycy statej opisany byt skutecznie
funkcja Gaussa.

6. Dla czystego DNA zaobserwowano w widmach *H-NMR dwie linie od ciata statego
oraz lini¢ pochodzaca od wody luzno zwigzane;j.

7. Wigksza zawarto$¢ jondw paramagnetycznych w kompleksach DNA-surfaktant niz w
czystym DNA powoduje skrocenie czasu relaksacji jednej z frakcji ciata stalego zna-
czaco ponizej czasu martwego spektrometru, co uniemozliwia obserwacje drugie;j,

szerszej linii pochodzacej od ciata statego.
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