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Wprowadzenie i zawartos¢ pracy

W pracy przedstawiono wyniki badan procesu rehydratacji (uwodnienia) larw ochotki
afrykanskiej, Polypedilum vanderplanki Hinton, 1951 (Insecta: Diptera: Chironomidae) w
réznych warunkach S$rodowiskowych ex situ od stanu anhydrobiozy do catkowitego
uwodnienia uwidaczniajgcego si¢ rozpoczeciem aktywnosci zyciowych tego owada. Badano
kinetyke hydratacji, izoterme¢ sorpcyjng oraz unieruchamianie molekut wody w trakcie
obnizania temperatury oraz poréwnano rehydratacje larw w probkach wody o réznym
sktadzie chemicznym.

Tres¢ niniejszej pracy ujeto w kilku czegsciach poswieconych, najpierw podstawom
teoretycznym, a nastepnie metodom przeprowadzonych badan oraz uzyskanym wynikom,
dyskusji i wnioskom.

Rozdzial pierwszy stanowi wstep obejmujacy wiele roéznych i podstawowych
informacji, niezbednych do zrozumienia badanego problemu oraz zjawisk biologicznych i
fizycznych z nim zwiazanych. Opisano w nim zjawisko anhydrobiozy, definicj¢ tego stanu
oraz strategie ewolucyjne wykorzystywane przez organizmy w celu przetrwania w
srodowiskach naturalnych z niedoborem wody. Zawiera on takze charakterystyke przedmiotu
badan, czyli larw P. vanderplanki, w ktorej przedstawiono rozwoéj gatunku oraz najwazniejsze
cechy poszczegdlnych stadiow larwalnych. Nastepnie, skoncentrowano si¢ na
wyszczegolnieniu  najwazniejszych mechanizméw  zachodzacych podczas indukcji
anhydrobiozy oraz na porownaniu genomu badanego gatunku z gatunkami pokrewnymi.
Podano rowniez podstawowe informacje o wodzie - kluczowym zwigzku chemicznym
potrzebnym do Zycia. Zaprezentowano jej podstawowe wlasnosci chemiczne 1 fizyczne. W
dalszej czesci scharakteryzowano podstawowe modele teoretyczne opisujace wigzanie si¢
molekul wody do powierzchni adsorbenta. Porownano ze sobg modele zaproponowane przez
Langmuira; Brunauera, Emmeta i Tellera (model BET) oraz Denta. Przedstawiono takze
teoretyczne wprowadzenie do magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), gtéwnej techniki
pomiarowej wykorzystanej w badaniach. Opisano procesy relaksacyjne mozliwe do
zaobserwowania przy pomocy spektroskopii i relaksometrii rezonansu protonowego.

W rozdziale 2 opisano materialy i metody wykorzystane w zrealizowanych badaniach.
Zawarto w nim opis procedury przygotowania do analizy probek, pomiardéw
grawimetrycznych, magnetycznego rezonansu jadrowego, uwodnieniowych z fazy cieklej

oraz mikroskopii elektronowej i mikrotomografii komputerowej.
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Rozdziat 3 obejmuje opis oryginalnych wynikoéw wiasnych badan doswiadczalnych.
Ze wzgledu na réznodnos$¢ metodyczng badan zostaly one ujete w dwoch podstawowych
podrozdziatach: 1) wyniki z analizy metodami stosowanymi w badaniach biologicznych i 2)
wyniki z badan metodami fizycznymi. Przy czym, w podrozdziale 1 przedstawiono zdjecia z
mikroskopu elektronowego skaningowego (SEM), w 2 pokazano mikrogramy larw. W
podrozdziale 3 oméwiono wyniki pomiaréw uwodnieniowych z fazy cieklej, a w nastepnym -
kinetyke hydratacji badanych larw oraz izotermy sorpcyjne. Podrozdzial 5 obejmuje wyniki
hydratacyjnych pomiarow sygnalu zaniku swobodnej precesji, a 6 - pomiary widm *H-NMR
w funkcji hydratacji oraz temperatury.

Dyskusj¢ wynikéw, wnioski ptyngce z przeprowadzonych badan oraz cytowane zrodia

informacji i zalaczniki ujeto w kolejnych (4-10) rozdziatach pracy.
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1. Wstep

Organizmy w celu przetrwania stosujg rdéznego rodzaju strategie adaptacyjne
(Futuyma 2008). Wiekszo$¢ z nich musi przeciwstawia¢ si¢ niekorzystnym warunkom
srodowiskowym, takim jak np. niskie i wysokie temperatury, ograniczony dostep Zywnosci,
wysokie stezenie soli 1 metali cigzkich, utlenienie 1 niedotlenienie, czy odwodnienie (Danks
1987, Watanabe 2006). Odwadnianie jest jednym 2z najpowazniejszych stresOw
srodowiskowych, zarowno dla organizméw wodnych, jak i ladowych.

Woda jest jedng z najbardziej zagadkowych cieczy dotychczas poznanych. Zadna inna
jej nie doréwnuje pod wzgledem wlasnosci fizycznych i chemicznych (Ball 1999; Rothschild,
Mancinelli 2001). Woda jest jedng z najwazniejszych substancji na Ziemi, bez niej nie
istniatoby zycie. Odgrywa ona bardzo wazng role w metabolizmie organizmdw, bierze udziat
w reakcjach chemicznych zachodzacych w komorkach. Srednia zawarto$é wody w ciele
organizmow bezkregowych wynosi okoto 70% (17% - 90%) i stanowi 95-99% catkowitej
liczby wszystkich czasteczek w ich ciatach (Edney 1977; Hadley 1994). Dla poréwnania ciato
cztowieka reprezentujacego kregowce sktada sie z ok. 60% wody, a juz przy 10% jej utraty
nastgpuja powazne zaburzenia i spada odpornos¢, natomiast przy 20% odwodnieniu nastgpuje
Smier¢ (Sol 90 2013). Wigkszos$¢ innych organizméw po utracie ok. 50% catkowitej objetosci
wody w ciele ginie (Watanabe 2006). Wszelkie wigc ograniczenia dostepu wody dla
organizméw w ich srodowisku zycia stanowig trudne wyzwanie, z ktorym sobie one radza w
rozmaity sposob. W celu przetrwania w srodowiskach z naturalnym niedoborem wody
organizmy wyksztalcity dwie glowne strategie ewolucyjne.

Istota pierwszej z nich jest ,,unikanie wysuszania", czyli zmniejszanie strat wody
poprzez morfologiczne, fizjologiczne i behawioralne adaptacje, np. pogrubiona kutikula,
wydalanie suchych odchodéw, wchodzenie w estywacj¢ badz zmiang zachownia, np. migracje
poziome albo pionowe, wlacznie z zagrzebywaniem si¢ gleboko w ziemi (Cornette 2010).
Przykladem tego rodzaju strategii sa niektore gatunki ryb dwudysznych Zzyjacych w
zbiornikach wodnych powstajacych na terenach bagnistych tropikalnej Afryki. Tworza one
wodoodporne kokony ze Sluzu w celu zapobiezenia prawie catkowitemu odwodnieniu
(dehydratacja) podczas pory suchej.

Drugi rodzaj strategii, zwany "tolerancja na wysuszanie", polega na przetrwaniu
organizmu w stanie jego niemal catkowitego odwodnienia (dehydratacja). ,,Utajone” Zycie w
tak esktremalnych warunkach $rodowiskowych zostalo nazwane anhydrobiozg. W takim

stanie organizm nie wykazuje widocznych oznak zycia, jego aktywno$¢ metaboliczna jest
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trudna do rejestrowania, a w skrajnych przypadkach, kiedy zawarto$¢ wody jest mniejsza niz
3% jego masy ciala, wykrycie jej staje si¢ niemozliwe (Crowe i in. 1992, Watanabe i in. 2003,
Watanabe 2006). Podczas anhydrobiozy organizm nie doznaje zadnych trwatych uszkodzen i
nastepuje stabilizacja btony oraz innych struktur komoérkowych, zapobiegajac Smiertelnym
uszkodzeniom wywotanym ekstremalnymi warunkami $rodowiskowymi (Hengherr i in.
2009). Przy ponownym nawodnieniu (hydratacji) ciata, moze si¢ on ,,odradza¢”, szybko
wznawiajac swoja aktywnos¢. Wtedywracaja w petni wszystkie jego funkcje zyciowe oraz
normalny rozwdj (Semme 1995; Cornette, Kikawada 2011). Oznacza to, ze taki organizm
wykazuje odporno$¢ na wysuszenie (desykacje).

,» Wskrzeszanie animalcules”, czyli wrotkow (Rotifera) z suchych prébek mutu zostato
po raz pierwszy udokumentowane przez Antoniego van Leeuwenhoeka juz w 1702 roku, ale
dopiero w latach sze$¢dziesigtych XX wieku zostalo ono szczegoétowo opisane 1 zdefiniowane
(Keilin 1959).

Istnieje takze inna ilosciowa definicja catkowitego wysuszenia (dehydratacji). Wedtug
niej organizm poddawany desykacji to taki organizm, u ktoérego zawarto$¢ wody w ciele jest
mniejsza niz 0,1 g wody swobodnej na gram suchej masy komorek (Alpert 2005).

Anhydrobiozg stwierdzono u wielu rozmaitych organizméw reprezentujacych rozne
grupy systematyczne, zarowno jednokomoérkowych, np.: bakterie, pierwotniaki, jak roéwniez
wielokomérkowych, np.: drozdze, zarodniki grzybéw, jaja wirkow, nicienie, wrotki,
niesporczaki, skoczogonki, cysty niektorych skorupiakow, wiacznie z Artemia salina oraz
larwy pewnych ochotek i rosliny, w tym nasiona, a takze niektore tkanki wegetatywne (Clegg
2001; Crowe 1971; Crowe i Clegg 1978; Glasheen i Hand 1988; Wright 1989; Potts 1994;
Semme 1995; Orstan 1998; Danks 2000; Wharton 2002a, 2002b; Watanabe 2006). Wsp6lna
cechg wigkszosci bezkregowcdédw anhydrobiotycznych sa ich niewielki rozmiary ciala,
nieprzekraczajace 1 mm dlugosci. Wyjatek stanowig larwy Polypedilum vanderplanki Hinton,
1951 (Insecta: Diptera: Chironomidae), zwanej po polsku ochotkg afrykanska (Knutelski 1 in.
2016). Sa to najwigksze wielokomoérkowe organizmy anhydrobiotyczne na $wiecie, ich
ostatnie stadium larwalne wchodzace w stan anhydrobiozy osiaga do 7-8 mm dlugosci ciala
(Watanabe 2006).

Polypedilum vanderplanki wystgpuje w polpustynnych regionach Afryki. Larwy tego
gatunku ochotki potrafig przetrwac skrajne warunki wysuszenia tworzgc rurkowate ostony z
btota 1 $liny na dnie okresowo wysychajacych basenow naskalnych. W stanie anhydrobiozy
przeczekuja one okres suszy, mogacy trwa¢ nawet 8 miesigcy. Do normalnej aktywno$ci wraz

z nadej$ciem pory deszczowej. Kiedy zawarto§¢ wody spada u nich ponizej 75%, nastgpuja
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zmiany w réwnowadze jonowej hemolimfy 1 ptynow komoérkowych, co wyzwala szereg
zdarzen fizjologicznych indukujacych anhydrobioze, np. ekspresja wielu genow, w tym
kodujacych biatka LEA (ang.: Late-embryogenesis abundant proteins) (Watanabe i in. 2003).
Syntetyzowana jest trehaloza w ciele thuszczowym 1 przenoszona przez hemolimfe do innych
komorek oraz tkanek (Kikawada T i in. 2006). Wraz z postepujacym ubytkiem wody w
organizmie, wewnatrzkomérkowe $rodowisko moze zmieni¢ si¢ z osrodka zdominowanego
przez wode na region z dominujacg trehaloza, co skutkuje rownomiernym rozkladem tego
disacharydu w organizmie. W stanie skrajnie odwodnionym, przy zawarto$ci wody
wynoszacej okoto 3% ogotu objetosci w ciele, zwigzane czasteczki wody otaczajace biatka
oraz btony sa zastgpowane przez trehaloze¢ i silnie hydrofilowe biatka. Mieszanina tego
dwucukru oraz bialek jest w stanie szklistym i zawiera wszystkie niezbgdne do Zzycia
makroczasteczki, jak: enzymy, DNA 1 lipidy btonowe. Podczas ametabolicznego stanu,
charakterystycznego dla anhydrobiozy, unieruchomione sktadniki komoérkowe nie ulegaja
fizycznej, ani chemicznej destrukcji, a podczas procesu rehydratacji (ponownego uwodnienia)
wracajg do swoich pierwotnych postaci. Mechanizm indukcji anhydrobiozy jak i ponownej
hydratacji u larw P. vanderplanki jest niezalezny od jakiejkolwiek kontroli centralnego
uktadu nerwowego lub wptywu wewnatrzwydzielniczych gruczotow. Podczas rehydratacji,
poddane dekapitacji larwy tej ochotki, ,,wykonywaty” ruchy wahadtowe, typowe dla zywych
osobnikow.

Ruch wody w ciele organizméw anhydrobiotycznych jest wazny dla zrozumienia
mechanizmow lezacych u podstaw pomyslnej anhydrobiozy i powrotu do aktywnego Zycia.
Organizmy tolerujagce wysuszenie moga fizycznie 1 fizjologicznie kontrolowaé szybkos¢
odwadniania 1 nawadniania ciata. Na przyktad przesuszane niesporczaki kurczag si¢, aby
zmniejszy¢ powierzchni¢ ciata, co powoduje zmniejszanie si¢ wskaznika odwodnienia
(Wright i in. 1992). Z tego samego powodu wigkszo$¢ wysuszonych nicieni
anhydrobiotycznych tworzy zwinigtg strukture (Crowe 1 Madin 1974, Wharton 2002a). Sg to
tzw. zewnetrzne czynniki morfologiczne pomocne dla udanej indukcji anhydrobiozy. U
ochotki afrykanskiej ostonka w formie rurkowatej tubki, ktdra zabezpiecza fizycznie ciato
larwy 1 jej warunki wilgotno$ciowe, moze by¢ czynnikiem zewnetrznym odpowiadajacym za
szybko$¢ wysychania.

Larwy P. vanderplanki sg organizmami zdolnymi do zycia w bardzo niskiej wilgotnosci
wzglednej. Funkcjonowanie w takich warunkach wymaga wyksztalcenia szeregu

mechanizmoéw pomagajacych znosi¢ proces glebokiej dehydratacji oraz umozliwiajacych

16



rehydratacje. Gigboka dehydratacja komorek tych larw jest jednym ze sposobow na
przetrwanie w ekstremalnych warunkach srodowiska.

W znacznym stopniu poznano juz mechanizm indukujacy anhydrobioze, a takze wiele
zmian  morfologicznych, fizjologicznych, biochemicznych, fizykochemicznych i
behawioralnych zachodzacych podczas dehydratacji i rehydratacji larw ochotki afrykanskiej.
Pozwolito to lepiej zrozumie¢ swoisty stan biologiczny, jakim jest kryptobioza (Clegg 2001;
Watanabe i1 in. 2002, 2003, 2004; Watanabe 2006). Pozostato jednak jeszcze wiele
niewyjasnionych szczegotow mechanizmow molekularnych, a takze morfologicznych
zwigzanych z procesem rehydratacji. Dotychczas nie stosowano takze technik magnetycznego
rezonansu jadrowego (MRJ) do obserwacji wlasciwosci wody zwigzanej w tym organizmie,
jak rowniez nie zbadano wptywu sktadu chemicznego wody na rehydratacje larw. Podjgto si¢
wigc tego zadania, zeby wuzupeli¢ stan wiedzy dotyczacy procesu rehydratacji
anhydrobiotycznych larw P. vanderplanki w warunkach ex situ.

Celem podjetych badan byto poznanie odpornosci larw P. vanderplanki na dehydratacje
oraz szczegOtowa analiza procesu rehydratacji wraz konsekwencjami morfologicznymi
towarzyszacymi temu zjawisku w réznych warunkach $rodowiskowych ex situ, od stanu
anhydrobiozy do catkowitego uwodnienia, z zastosowaniem technik biologicznych i
fizycznych.. Interdyscyplinarne badania i przedstawienie ich wynikow, taczacych okreslone
zagadnienia biologiczne z fizycznymi technikami badawczymi, wydawato si¢ niezwykle
istotne 1 potrzebne w celu lepszego zrozumienia adaptacji organizmow wielokomorkowych
do zycia w ekstremalnych warunkach $rodowiskowych. Inna motywacja przyswiecajaca
podjeciu si¢ tego zadania badawczego jest staty regres liczebno$ci populacji 1 zasiegu tego

gatunku, grozacy jego ekstynkcja w przysztosci (inf. ustna dr. Takashi Okudy z Japonii).

1.1. Polypedilum vanderplanki

Polypedilum vanderplanki Hinton, 1951 wystepuje w potpustynnych regionach Afryki
(Hinton 1951, 1960). W okresie zycia larwalnego podczas pory deszczowej zasiedla ptytkie,
tymczasowe zbiorniki naskalne wypetione deszczem, ktore czesto w czasie suszy catkowicie
wysychaja (Hinton 1951, 1960). W tym czasie nastgpuje prawie calkowite odwodnienie
(dehydratacja) larwy.

Larwa tej ochotki w stanie prawie catkowitego wysuszenia jest zdolna przetrwac przez
wiele miesigcy, a nawet lat, bez odzywiania si¢ 1 pobierania wody ze Srodowiska. Dzigki

wieloletnim badaniom, gltownie profesora Takashiego Okudy (Tsukuba, Japonia), P.
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vanderplanki stat si¢ modelowym gatunkiem w poznawaniu, zar6wno samego zjawiska
anabiozy u zwierzat, jak rowniez mechanizméw umozliwiajacych komorkom i tkankom
przechodzenie poprzez tak skrajne stany zyciowe jak ekstremalne wysuszenie (anhydrobioza),
wywotane cyklicznymi przemianami warunkow srodowiskowych, nie ponoszac przy tym
zadnych uszkodzen morfologicznych i fizjologicznych. Sposrdéd stosunkowo niewielu
organizméw zdolnych do prawie catkowitego zatrzymania procesOw metabolicznych, ochotka

afrykanska jest filogenetycznie gatunkiem najblizej spokrewnionym z czlowiekiem.

1.1.1. Systematyka gatunku
Polypedilum vanderplanki, zwany po polsku ochotka afrykanska lub tez ochotka

$piaca (z ang.: Sleeping Chironomid) jest gatunkiem owada z rzedu muchowek, ktory
reprezentuje rodzing ochotkowatych (Insecta: Diptera: Chironomidae).

Ochotkowate w stadium dorostym sa matymi owadami podobnymi do komarow, maja
wydtuzone przednie odndza 1 wydatne czulki (Ryc. 1). Sg jedna z najliczniejszych w gatunki
(opisano ponad 10 000) rodzin w $wiecie zwierzat (Armitage i in. 1995). Ich systematyka
(Tab. 1) jest dos¢ skomplikowana i wcigz opisywane sg nowe dla nauki gatunki oraz
dokonywane rewizje systematyczne. W rozwoju ontogenetycznym przechodza, podobnie jak
inne muchowki, cztery stadia rozwojowe: jajo, larwa, poczwarka i posta¢ dorosta (imago).
Czas trwania stadium larwalnego moze wynosi¢ od dwoch tygodni do nawet kilkunastu lat.
Stadium poczwarki nie trwa dtuzej niz kilka dni. Larwy rozwijaja si¢ w Srodowisku wodnym
lub w wilgotnej glebie. Wigkszos¢ gatunkoéw odzywia si¢ glonami 1 martwymi szczatkami
organizméw, s3 takze larwy roslinozerne, pasozytnicze i drapiezne. Formy doroste z reguty
si¢ nie odzywiaja. Muchowki z rodziny ochotkowatych opanowaty ekosystemy stodkowodne
prawie catej hydrosfery, jednak zdarzaja si¢ rdwniez gatunki zasiedlajagce wody slone oraz
gleby (Thienemann 1954, Armitage i1 in. 1995). Ochotki wystepuja w strefie umiarkowane;,
tropikalnej oraz w okolicach podbiegunowych. Znane s3 ze swoich umiejetnosci
adaptacyjnych do réznych srodowisk. Jednym z najbardziej interesujacych pod wzgledem

przystosowania do §rodowiska zycia przedstawicieli ochotek, jest Polypedilum vanderplanki.
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Tabela 1. Systematyka gatunku Polypedilum vanderplanki

Domena Eucaryota (eukarionty)
Krolestwo Animalia (zwierzgta)
Podkrolestwo Eumetazoa (tkankowce wtasciwe)
Nadtyp Protostomia (pierwouste)

Typ Arthropoda (stawonogi)
Podtyp Hexapoda (sze$cionogi)
Gromada Insecta (owady)

Podgromada Pterygota (owady uskrzydlone)
Rzad Diptera (muchéwki)

Rodzina Chironomidae (ochotkowate)
Rodzaj Polypedilum

Gatunek Polypedilum vanderplanki

1.1.2. Rozwéj Polypedilum vanderplanki

Cykl zyciowy P.vanderplanki, jak juz wspomniano, sktada si¢ z czterech etapow:
jajo, larwa, poczwarka oraz imago (dorosty osobnik). Samica sktada zaptodnione jaja do
wody. Z otoczonych galaretowata, peczniejaca w wodnie otoczka jaj w ztozu jajowym,
wylegaja si¢ larwy (Ryc. 2). Stadium larwalne moze trwa¢ od dwoch tygodni nawet do
kilkunastu lat. Jego dtugos¢ zalezy od warunkéw Srodowiska, gléwnie od temperatury i
dostepu do wody. Nastepnie wchodzi w stadium poczwarki trwajgce maksymalnie kilka dni,
aby ostatecznie przeobrazi¢ si¢ w owada dorostego. W stadium doskonalym (imago),
trwajacym rowniez kilka dni, muchy te przypominaja swoim wygladem znane nam komary 1
czesto sg z nimi mylone, chociaz maja wydluzone przednie odnéza oraz bardziej wydatne
czutki. Ochotkom brakuje réwniez dtugiej klujki, stuzacej samicom komaréw do wysysania
krwi lub nektaru kwiatow. Na gtowie dorostej ochotki afrykanskiej znajduja si¢ nieduze oczy
oraz czulki, dzieki ktorym mozna zaobserwowac zjawisko dymorfizmu piciowego. Czutki
samcOw sg pierzaste 1 dtuzsze niz u samic, u ktorych sg one proste, nitkowane 1 wzglednie
krotkie (Ryc. 1). Catly aparat gebowy obu pici jest w duzej mierze uwsteczniony, gdyz doroste
osobniki nie odzywiajg si¢. Na ciemnobragzowym, z I$nigcym oskorkiem tutowiu, znajduje sig¢
jedna para przezroczystych skrzydet pozbawionych drobnych tuseczek, typowych dla
komarow (Ryc. 1). Pierwsza para dlugich, cienkich odnozy P. vanderplanki jest wyraznie

dhluzsza od drugiej 1 trzeciej pary. Odwiok samca jest cienszy i dtuzszy niz u samicy i
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wyraznie sigga poza jego ztozone skrzydla, a u samicy jest pekaty 1 jest nieco tylko duzszy od
jej ztozonych skrzydet (Ryc. 1). Dlugo$¢ catego ciata samca wynosi od okoto 2,8 do 4 mm, a
jego biatawych skrzydet od 1,7 do 2 mm, natomiast samicy ok. 2.2 mm, przy dlugosci jej

szarawych skrzydel ok 1,41 mm (Cornatte 1 in. 2017).

Rycina 1. Samiec (a) i samica (b) dorostych osobnikéw Polypedilum vanderplanki; na
podstawie Cornette i in. (2017)

W sprzyjajacych warunkach czas calego cyklu zyciowego (ontogeneza) gatunku
wynosi ok. 1 miesigca, w tym jego poszczegdlnych stadiow: jajo - 2 dni, larwa 3-4 tygodnie;
poczwarka - 1-2 dni, imago - 2-3 dni (Cornette, Kikawada 2011). Jednakze przetrwanie
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niekorzystnych warunkow s$rodowiskowych w odwodnionej formie mozliwe jest tylko w
stadium larwalnym, gdyz ani jaja, ani poczwarki, czy tez imago nie sg zdolne do anabiozy.
Schemat cyklu zyciowego P. vanderplanki wraz z procesem wejscia w stan anhydrobiozy

przedstawiono na Rycinie 2.

4

POCZWARKA{

REHYDRATACIA DESYKACIA

ANHYDROBIOZA

Rycina 2. Cykl zycia ochotki Polypedilum vanderplanki wraz ze zjawiskiem desykacji i
wejSciem w stan anhydrobiozy oraz rehydratacji i powrotnym przejsciem do stanu aktywnego
zycia larwy na podstawie Cornette i in. (2017)

W naturalnych warunkach larwy P. vanderplanki zyja w ptytkich zbiornikach
naskalnych istniejgcych jedynie podczas pory deszczowej (Hinton 1951, 1960; Watanabe i in.
2004). Aktywna larwa ostatniego stadium osigga $rednio 6,6 mm dtugosci i ok. 1 mg wagi. Jej
ciato jest lekko wygiete 1 wydluzone. Z przodu i1 z tylu ciala widoczne sg przydatki
umozliwiajace jej przemieszczanie si¢ i zdobywanie pokarmu (zywig si¢ glownie bakteriami i
pierwotniakami) oraz przyczepianie si¢ do podtoza. Na odwloku larwy znajduja si¢ nitkowate

skrzelotchawki, a na jego ostatnim segmencie — przydatki odwlokowe (Ryc. 3).
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Rycina 3. Budowa morfologiczna larwy ochotki Polypedilum vanderplanki; wg Epler (2001),
nieco zmienione

Glowa larwy (szerokosci 250-310 um) jest zottawobrgzowa, boczna cze$¢ szwu
potylicznego, wierzchotek zuwaczki oraz wszystkie jej zeby 1 podbrodek s3 sa
ciemnobrgzowe. Jest wzglednie mata i wyposazona jest w szczecinkowy aparat gebowy.
Zuwaczka (Ryc. 4F) ma dtugo$¢ ok. 126um, a jej zab grzbietowy jest cienki i ostry; grzebien
zuwaczki sktada si¢ z 4 do 5 wyrostkow. Wewnetrzna szczecina jest cechg taksonomiczna,
charakterystyczng dla rodzaju Polypedilum. Narzad pierscieniowy zlokalizowany jest na
pierwszym czlonie czutka. Dlugo$¢ narzadoéw Lauterborna nie przekracza dtugosci $rodka

trzeciego cztonu czutka (Ryc. 4G).
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Rycina 4. Budowa morfologiczna gtowy larwy Polypedilum vanderplanki: A) strona
grzbietowa, B) strona brzuszna; C) okolice otworu gebowego, D) brodka, E) warga gorna, F)
zuwaczka, G) czulek; wg Cornette 1 in. (2017)

Cialo larwy, w zaleznosci od ilosci obecnej hemoglobiny w hemolomfie moze
przybiera¢ kolor czerwony, brunatny lub ciemnobrunatny. To wiasnie dzigki barwnikowi
hemoglobinie larwy te moga osiedla¢ si¢ w srodowiskach wodnych z obnizong zawarto$cig
tlenu, takich jak np. dna zbiornikéw wodnych. Wymiana gazowa zachodzi poprzez oskorek i
naskorek, a barwnik ten pomaga rozprowadzac¢ tlen po catym organizmie.

Wraz z nadej$ciem pory suchej zbiorniki zaczynaja wysycha¢, a larwy pozbywaja si¢
wody z wlasnego ciala i otaczaja si¢ cylindrycznymi ostonkami utworzonymi z dennych
osadoéw zlepionych wilasng §ling (Ryc. 5). Sg one zdolne usung¢ az 97% wody z wiasnego
ciata 1 przej$¢ w stan anhydrobiozy, w ktorym moga przetrwa¢ od dwoéch tygodni do nawet
kilkunastu lat. Kiedy w srodowisku jest wystarczajaca ilos¢ wody larwa moze ponownie si¢
nawodni¢ (rehydratacja) i powroci¢ do stanu zywotno$ci w stosunkwo bardzo krotkim czasie,
nawet w ciggu ok. jednej godziny. Najdluzszy czas przetrwania ochotki afrykanskiej w stanie
anhydrobiozy wynosi 17 lat (Adams 1985) i jest on rekordowy wsérdéd anhydrobiotycznych

23



zwierzat (Watanabe 2006). Larwy, ktore przetrwaly tak dlugi okres zostaly wysuszone przez
Hintona, odkrywce tego gatunku i przechowywane w szczelnie zamknigtych szklanych

probéwkach zawierajacych zel krzemionkowy.

Rycina 5. Przekroj przez rurkowatg ostonke sluzowo-piaskowa ze znajdujacg si¢ wewnatrz
larwg Polypedilum vanderplanki, bedaca na poczatku procesu odwodnienia (dehydratacji); wg
Kikawada i in. (2005)

W stanie odwodnienia larwy P. vanderplanki oprocz tolerancji na ekstremalne
wysuszenie, sg odporne takze na rézne czynniki stresogenne. Wytrzymuja np. skrajne
wahania temperatur od -227°C do +102°C (Hinton 1960b), proces zanurzenia w glicerynie i
etanolu, dlugotrwata ekspozycje na prozni¢ i promieniowanie kosmiczne oraz bardzo wysoki

poziom promieniowania gamma (Watanabe 2006).

1.1.3. Historia badan
W latach 1950 i 1960, Hinton studiowal anhydrobioze¢ u P. vanderplanki z

fizjologicznego punktu widzenia. Jego badania zostaty jednak przerwane i dopiero w 2000
roku grupa badawcza pod kierunkiem dr. Takashiego Okudy z National Institute of
Agrobiological Sciences (NIAS) z Tsukuby (Japonia) na skutek udanego wprowadzenia
systemu hodowlanego wznowila badania mechanizméw lezacych u podstaw tego zjawiska.
Weczesne eksperymenty Japonczykow wykazaly, ze indukcja anhydrobiozy jest mozliwa w
izolowanych tkankach 1 niezalezna od centralnego uktadu nerwowego. Jednakze, w celu
osiggnigcia pomyslnego stanu anabiozy larwy potrzebuja rezimu powolnego wysuszenia, co
pozwala im na syntetyzowanie czasteczek, ktore beda chroni¢ komodrki 1 tkanki przed
szkodliwym wptywem odwodnienia (Watanabe i in. 2002). Nie wiadomo jednak, jaki
doktadnie mechanizm molekularny odpowiada za niezwykte wlasciwosci wysuszonej larwy
P. vanderplanki. Wystepuje zwigzek miedzy szybkos$cia przejscia w stan odwodnienia, a
wzrostem stezenia trehalozy w organizmie. Nadal nie jest rOwniez znany schemat budowy

wewngetrznej P. vanderplanki w trakcie powrotu do stanu aktywnego po desykacji.
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Indukcja anhydrobiozy jest niezalezna od osrodkowego uktadu nerwowego (Watanabe 1
in. 2002). Stwierdzono tak, po tym jak hydratowano larwy poddane dekapitacji (odcigcie
glowy). Po nawodnieniu dekapitowane larwy ,,wykonywaty” typowe dla zywych larw ruchy
wahadlowe, wykazujac, ze mozg, ani jego przydatki nie sg zaangazowane w Proces
rehydratacji (nawodnienia). Wykazano rowniez, ze dla udanej indukcji anhydrobiozy wazne
sg takze czynniki zewnetrzne. Dla P. vanderplanki, cylindryczna ostonka rurkowa otaczajaca
larwe w stanie anhydrobiotycznym, kontroluje odpowiednig wilgotnos¢ i moze by¢ jednym z
waznych czynnikow odpowiadajacych za szybko$¢ wysychania. W dalszej czes$ci pracy

opisano czynniki wewng¢trzne indukujace anhydrobioze u larwy badanego gatunku.

1.1.4. Znaczenie systemu odwodnienia dla pomysinego przejscia w stan

anhydrobiozy

Pomys$lne wejscie larwy ochotki $pigcej w stan anhydrobiozy zalezy od tempa
odwadniania jej ciata (Watanabe i in. 2003). W warunkach laboratoryjnych wymagane jest
powolne odwodnienie trwajace okoto 48 godzin. W trakcie procedury, zawarto$¢ wody
zmniejsza si¢ stopniowo od ok. 80% do 75% w ciaggu pierwszych 16 godzin i jest
utrzymywana na tym poziomie w ciggu kolejnych 16 godzin. Nastgpnie gwaltownie
zmniejsza si¢ do ponizej 3% w ostatnich 16 godzinach procesu desykacji. W trakcie trwania
dehydratacji larwy wyjmuje si¢ z wody 1 umieszcza na kawatkach bibuty filtracyjnej z 0,44
ml destylowanej wody na szklanej szalce Petriego w eksykatorze o wilgotnosci wzgledne;j
5%, w temperaturze pokojowej. Ta metoda suszaca zapewnia podobny efekt do naturalnej
desykacji (Watanabe i in. 2002). W naturalnych warunkach cylindryczne ostonki wydaja si¢
utrzymywa¢ mikroklimat wilgotno$ci wokot larw, co pozwala na powolne wysuszanie, az do
osiggniecia ostatecznego stanu anhydrobiozy. W laboratorium role ostonek speinia papier
filtracyjny, ktory jest kluczem do indukcji procesu ze wzgledu na powolne odwadnianie
wywolane zmiang ci$nienia pary wytwarzanej z mokrej bibuly.

Zauwazono, ze szybkie suszenie z reguly nie wywoluje anhydrobiozy u zwierzat
(Womersley 1987, Watanabe 2002a). Ciatko tluszczowe larwy powtdrnie nawodnione po
powolnej desykacji wyglada podobnie do tego, ktdre nie przeszio procesu wysuszania. Tkanki
szybko suszone nie przezyly odwadniania, poniewaz nie mogly zsyntezowac trehalozy oraz

odpowiednich biatek do poziomu potrzebnego do przywrocenia funkcji zyciowych.
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1.1.5. Rola trehalozy
1.1.5.1. Trehaloza — nieredukujacy disacharyd

Trehaloza (alfa-D-glukopiranozylo-1, 1-alfa-D-glukopiranozyd) jest nieredukujacym
disacharydem, sktadajacym si¢ z dwoéch jednostek glukozy potaczonych wigzaniem a, a-1,1-
glikozydowym (Ryc. 6). Chociaz istniejg trzy mozliwe anomery trehalozy: a, f-1,1-; B, f-1,1-
10, al,l-, jedynie a, a-trehaloza zostaty wyizolowane po biosyntetzie w zywych organizmach
(Elbein i in. 2003). Trehaloza powstaje przez zwigzanie dwoch redukujacych grup
aldehydowych, wigc nie ma zdolnosci do wzigcia udziatu w reakcji Maillarda (seria reakcji
chemicznych zachodzacych najczesciej pod wptywem ciepta, pomiedzy aminokwasami a
cukrami redukujacymi). Wigzanie to sprawia, ze trehaloza jest bardzo odporna na hydrolize
kwasowa, a zatem jest stabilna w roztworze w wysokich temperaturach, nawet w warunkach
kwasnych. Wigzanie utrzymuje réwniez nieredukujace cukry w zamknigtej postaci
pierscienia, tak ze koncowe grupy aldehydowe lub ketonowe nie wigzg si¢ z resztami lizyny
lub argininy biatek (proces zwany glikacja).

Trehaloza jest stabiej rozpuszczalna niz sacharoza, z wyjatkiem wysokich temperatur (>
80 ° C). W wodnych roztworach wykazuje duza sktonno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych
z woda, jak rowniez z innymi czasteczkami trehalozy. To wigzanie wodorowe wplywa nie
tylko na strukture wody, ale takze sprzyja intensywnej agregacji zaleznej od czasteczek
trehalozy (Sapir 1 in. 2011). Analizujac wielko$¢ klastra trehalozy i wymiar fraktalny

oszacowano prog perkolacji klastra na 1,5-2,2 mola (Sapir i in. 2011).

H ~o »\‘\“\‘ . \“\\,. ~
H ﬁ O 0
~o0 - e \.\W"H‘
0\\\‘0&‘ ~ o - iy, o
| |
H H
0

Rycina 6. Chemiczny wzor strukturalny trehalozy; wg
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/7427#section=Top
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Wykazuje ona wysoka hydrofilnosc¢ i stabilnos¢ chemiczng. Obecnie uwaza sig, ze nie
tylko sama trehaloza i produkty jej metabolizmu, shuza jako sygnaly w mechanizmie
wyczuwania cukréw, lecz uczestnicza w nim takze intermediaty biosyntezy trehalozy,
glownie trehalozo-6-fosforan. Struktury trehalozy i cukrozy (sacharozy) sa do siebie zblizone.
Oba nie posiadajg wtasciwosci redukujacych, przy czym w cukrozie czasteczki glukozy i
fruktozy potaczone sa wigzaniem a,B-1,2-glikozydowym. Trehaloza ma jednak nizsza
higroskopijnos¢, co umozliwia ochrone bialek poprzez tworzenie niehigroskopijnego
»Szkliwa” na ich powierzchni. Trehaloza dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie, jednak
charakteryzuje si¢ trzykrotnie nizsza rozpuszczalnoscig od cukrozy.

Trehaloza ma posta¢ biatego, bezwonnego proszku. Jest to pono¢ stynna biblijna
,manna z nieba”. Trehaloza zostata odkryta w 1832 roku przez H. A. L. Wiggersa w sporyszu
zyta (Wiggers 1832). W 1859 roku francuski chemik Marcellin Berthelot nadal nazwe
trehaloza substancji, identycznej z cukrem grzybowym, wyizolowanej przez niego z kolebek
poczwarkowych Larinus onopordi, chrzaszcza z rodziny ryjkowcowatych (Tillequin 2009).
Ryjkowiec ten, zwany lokalnie trehala manna, jest szeroko rozprzestrzeniony w bardzo
cieptych oraz suchych rejonach Morza Srodziemnego i Czarnego (Tillequin 2009). U
chrzgszczy, pustynnych roslin, drozdzy piekarniczych lub piwnych petni role substancji
zapasowej, z ktorej tatwo uwolni¢ glukozeg. Cukier ten jest naturalnie obecny w zwierzgtach,
roslinach, bakteriach, a nawet w wodzie morskiej. Trehaloza jest rowniez gldownym cukrem w
hemolimfie owadéw. W drozdzach i1 roslinach moze rowniez stuzy¢ jako czasteczka
sygnatowa do kierowania lub kontrolowania pewnych szlakéw metabolicznych, a nawet
wplywania na wzrost. Ponadto wykazano, Zze trehaloza moze chroni¢ biatka 1 btony
komorkowe przed inaktywacja lub denaturacja wywotang r6znymi warunkami stresowymi, w
tym wysuszeniem, odwodnieniem, upatem, zimnem i utlenianiem (Crowe i in. 1984).
Wreszcie, w mykobakteriach i1 korzeniach bakterii trehaloza jest integralnym skladnikiem
réznych glikolipidow, ktore s3 waznymi strukturami Sciany komorkowej (Elbein 2003). To,
ze moze by¢ nagromadzona w duzych ilo$ciach w organizmie bez toksycznosci 1 jej synteza
lub degradacja jest wzglednie tatwa, moze wyjasni¢, dlaczego zostala ,,wybrana” jako zgodna
substancja rozpuszczona w tak szerokim zakresie taksonow. Trehaloza wystepuje w wielu
rodzajach ZzywnoSci, ktore regularnie jemy, takich jak grzyby, algi lub krewetki. Fakt, Ze
suszony grzyb moze odzyska¢ swoj pierwotny ksztatt po zanurzeniu w wodzie, wynika z
obecnosci trehalozy w jego tkankach.

Trehaloza ma wiele zastosowan. Wydobywanie trehalozy byto niegdy$ trudnym i

kosztownym procesem, ale okoto 2000 r. firma Hayashibara (Okayama, Japonia) zastosowata
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niedrogg technologi¢ ekstrakcji ze skrobi kukurydzianej do produkcji masowej (Cargill 2011).
Wiasciwosci trehalozy daja mozliwosci licznych zastosowan w przemysle spozywczym,
farmaceutycznym, kosmetycznym oraz weterynarii i medycynie. Migdzy innymi trehaloza
uzywana jest jako zamiennik sacharozy, ktorej uzycie powoduje czesto nadmierng stodkosé
wyrobow. Moze mie¢ roéwniez zastosowanie w walce z osteoporoza (Higashiyama, 2002).

Trehaloza pelni przede wszystkim funkcje zabezpieczajaca integralno$¢ struktur
komoérkowych, a w szczegolnosci bton biologicznych. Jej dziatanie polega na zabezpieczaniu
struktury bialek lub dwuwarstwowych bton lipidowych przez wytwarzanie wigzan
wodorowych pomiedzy grupami hydroksylowymi cukréw, a polarnymi grupami bialek badz
fosfolipidami blony (Higashiyama 2002). Trehaloza bezposrednio oddzialuje z kwasami
nukleinowymi, ulatwia topienie dwuniciowego DNA i stabilizuje jednoniciowe kwasy
nukleinowe (Bezrukavnikov i in. 2014). Wplywa na metabolizm, wzrost i rozwoj roSlin,
oddziatuje na alokacje wegla, metabolizm weglowodandéw, aktywnos¢ enzymow, fotosynteze
oraz ekspresj¢ gendéw. Dziala nie tylko jako zrédlo glukozy, ale takze analogicznie do
sacharozy, daje takie same efekty jak sacharoza.

Istnieje kilka biologicznych szlakow biosyntezy trehalozy. Najbardziej znana i szeroko
rozpowszechniona $ciezka obejmuje transfer glukozy z UDP-glukozy (lub GDP-glukozy w
niektorych przypadkach) do glukozo-6-fosforanu z wytworzeniem trehalozo-6-fosforanu i
UDP. Reakcja jest katalizowana przez syntaze trehalozy-P . Organizmy, ktore uzywaja tego
szlaku, zwykle maja réwniez fosfataze trehalozy-P, ktora przeksztalca trehaloze-P w wolng
trehaloze (Mitsumasu 2010). Ta reakcja zostata po raz pierwszy opisana w drozdzach (Cabib 1
Leloir 1958). Drugi szlak, ktéry opisano w kilku niezwyktych bakteriach, obejmuje konwersje
maltooligosacharydow lub skrobi do trehalozy.

Innym waznym enzymem w metabolizmie trehalozy jest trehalaza (T), ktora moze
uczestniczy¢ w metabolizmie energetycznym, a takze petni regulacyjna rol¢ w kontrolowaniu
poziomu trehalozy w komorkach. Po raz pierwszy trehalazg zaobserwowano w Aspergillus
niger (Bourquelot 1893). Poniewaz wysokie stezenia trehalozy mogg powodowac problemy z
osmolarnoscia, hamowa¢ kluczowe reakcje metaboliczne lub by¢ toksyczne w inny sposob,
trehalaza moze mie¢ istotne znaczenie w regulowaniu poziomu trehalozy w komorce.
Poziomy trehalozy sg znacznie zwigkszone w komoérkach, gdy sa wystawione na rdézne stresy
srodowiskowe. Dlatego w niektérych przypadkach trehalaza moze odgrywac role w usuwaniu
trehalozy 1 przywrdceniu komoérki do homeostazy po zakonczeniu stresu. Trehalaza byta
opisywana u wielu innych organizméw w kroélestwie roslin i zwierzat (Elbein1974). Co

ciekawe, w przeciwienstwie do innych enzyméw metabolizmu trehalozy, trehalaze¢ mozna
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znalez¢ réwniez u ssakow zarowno w blonach rabka szczoteczkowego (wchianiajacego)
nerek (Yonemaya, Lever 1987), jak i w btonach kosméwkowych jelit (Dahlqvist 1968). Rola
trehalazy w nerkach nadal nie jest jasna. Jednakze w jelicie enzym ten hydrolizuje spozyta
trehaloze. Osoby z defektem w swojej trehalazie jelitowej majg biegunke podczas jedzenia

pokarmow o wysokiej zawartosci trehalozy (Ruf'i in. 1990).

1.1.5.2. Trehaloza, a stan anhydrobiozy
Zaobserwowano, ze synteza trehalozy odgrywa wazng rol¢ w procesie anhydrobiozy.
Trehaloza chroni biatka i btony przed uszkodzeniem w wyniku odwodnienia poprzez
mechanizmy opisane przez trzy hipotezy: ,,wymiany wody”, ,witryfikacji” 1 ,,uwi¢zienia
wody” (Crowe 2007). Pierwsza hipoteza objasnia, ze trehaloza zamiast wody tworzy wigzania
wodorowe zarowno wewnatrz jak 1 na zewnatrz odwodnionych fosfolipidowych,
dwuwarstwowych bton w celu utrzymania ich integralnosci (Crowe i in. 1987; Crowe, Crowe
1988; Crowe Hoekstra, Crowe 1992; Crowe 2002). Druga przewiduje, ze powstawanie
wewnatrzkomorkowej formacji szklistej trehalozy, spowodowane przez odwodnienie, chroni
bioczasteczki przez ograniczenie ich mobilnosci i zmniejszenie prawdopodobienstwa
oddziatywania chemicznego i fizycznego (Green, Angell 1989; Franks, Hatley, Mathias 1991,
Crowe 1998; Crowe, Carpenter, Crowe 1998; Clegg 2001; Sakurai i in. 2008). W
konsekwencji, chroni komorki przed zapascia poprzez napelnienie przestrzeni pierwotnie
zajmowanej przez wodg (Koster 1991; Kanias, Acker 2006). Trzecia hipoteza sugeruje, ze
trehaloza zatrzymuje cienkg warstwe wody na powierzchni biatka, aby zapobiec denaturacji
zwigzanej z desykacjg (Belton, Gil 1994; Cottone, Ciccotti, Cordone 2002; Lins, Pereira,
Hunenberger 2004). Ponadto trehaloza tworzy stabilny kompleks z jednym ze sktadnikow
fosfolipidow obecnych w komorkowych membranach, ktory chroni przed samoutlenianiem
bton komoérkowych wywotanym przez stresy srodowiskowe (Watanabe i in. 2003). Jest
roztozona rownomiernie w tkankach 1 komoérkach larw, poniewaz nalezy chroni¢ wszystkie
wewnatrz 1 zewnatrzkomorkowe biomolekuty przed szkodliwymi naprezeniami tak, aby
larwy mogty ozywic¢ si¢ bez zmian fizjologicznych. Zatozenie to oznacza, ze trehaloza moze
przenika¢ przez btony komodrkowe. Hipotezy wyjasniajace, w jaki sposob komorki sa
chronione podczas odwadniania, wymiany wody za pomoca zgodnych substancji
rozpuszczonych i nitryfikacji, s3 wzajemnie zgodne.
Roéznicowe pomiary kalorymetrii skaningowej (DSC) 1 analizy w podczerwieni z
transformatg Fouriera (FTIR) wykazaty, ze larwy anhydrobiotyczne moga by¢ w stanie

szklistym az do 65°C, natomiast w przypadku larw poddanych rezimowi szybkiego
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odwadniania nie zaobserwowano zmian stanow. W przyrodzie, larwy P. vanderplanki potrafiag
przetrwaé 8 miesigecy podczas suchej pory roku w wyschnigtym blocie na skatach, pomimo
tego, ze temperatury powierzchni skat moga osigga¢ 60°C w potudnie, co jest zgodne z
uzyskanymi wynikami badan. Gdy wysuszone larwy anhydrobiotyczne zostaly poddane
obrobce cieplnej lub wilgotnej, stan szklisty zmienil si¢ na stan gumowaty, ich zdolnos¢ do
regeneracji po nawodnieniu ulegla znacznemu zmniejszeniu.

U owadow trehaloza jest wytwarzana w komorkach tkanki thuszczowej i odprowadzana
do hemolimfy (Watanabe i in. 2005), a nast¢pnie przeptywa przez cate ciato, co wskazuje, ze
przechodzi przez blony komorek tkanki tluszczowej (Ryc. 7). Niemniej, dwuwarstwy
fosfolipidowe, podstawowe jednostki strukturalne bton komodrkowych, s3 zasadniczo
nieprzepuszczalne dla wigkszosci rozpuszczalnych w wodzie czasteczek, takich jak jony,
aminokwasy i weglowodany, w tym dla trehalozy (Kikawada i in. 2007). U larw P.
vanderplanki w przenikaniu trehalozy w poprzek blony komorkowej posrednicza
transportery, ktérymi sg biatka btonowe. U tej ochotki dominujagcym transporterem jest tzw.
TRET1 (ang. Trehalose transporter). Ekspresja TRET1 indukuje si¢ przez stres wysychania i
dominuje w ciele thuszczowym. Wystepuje ona rownoczes$nie z gromadzeniem si¢ trehalozy
(Kikawada 1 in. 2005), co wskazuje, ze TRETI bierze udzial w transportowaniu cukru
zsyntetyzowanego w ciele tluszczcowym do hemolimfy. TRET1 jest transporterem
specyficznym, kierunek transportu jest odwracalny w zaleznosci od gradientu stezenia
trehalozy. W odwodnionym organizmie rozmieszczenie zeszklonej juz trehalozy jest rowniez
rownomierne w celu stabilizacji struktury bioczasteczek. Jednoczesnie cukier ten utrzymuje
blony w stanie cieklokrystalicznym poprzez wigzanie bezposrednio do membrany.
Stwierdzono, ze TRET1 funkcjonuje rowniez w komorkach ssaczych (Eroglu 2000). Te
charakterystyczne cechy sugeruja, ze TRET1 w potaczeniu z trehaloza ma duzy potencjal do

podstawowych i praktycznych zastosowan in vivo.
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Rycina 7. Uproszczony schemat struktury komorki ciata thuszczowego larwy Polypedilum
vanderplanki inicjujacej syntezg trehalozy podczas indukcji anhydrobiozy; wg Cornette i
Kikawada (2011)

Jak juz wcze$niej wspomniano, podczas procesu odwadniania larwy gromadza duze
ilosci trehalozy, ktora zapewnia skuteczng ochrong przed wysuszeniem ze wzgledu na wysoka
zdolnos¢ do wymiany wody 1 witryfikacji. W trakcie trwania procesu wykazano wiec
odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ ilosci cukru w stosunku do zawarto$ci wody w
organizmie (Ryc. 8), dlatego tez zmiany osmolarno$ci w ciele sag uwazane za sygnat do
syntezy trehalozy. Rzeczywiscie, narazenie na wysokie zasolenie powoduje szybka i
skuteczng akumulacje trehalozy, nawet bez potrzeby dehydratacji. Poniewaz ta szybka
produkcja wystgpuje gltéwnie w wysokich stezeniach roztwordéw soli, dochodzimy do
wniosku, ze wzrost wewngetrznego stezenia jonow powoduje synteze trehalozy zwigzang z
kryptozbioza u tego gatunku (Watanabe i in. 2003). Jednak podczas eksperymentu w trakcie,
ktorego wktadano larwy m.in. do jednoprocentowego roztworu NaCl wykazano, ze
jednodniowa inkubacja w wysokich st¢zeniach roztworu soli wyzwolila skuteczng synteze
trehalozy, ale wszystkie larwy natychmiast lub po kolejnym wysuszeniu przestaly zy¢
(Watanabe i in. 2003). Jednym z powodow $mierci larw moze by¢ stres zwigzany z szokiem
osmotycznym i/lub przedostawaniem si¢ jondw do organizmu. Naprezenia jonowe czesto

majg szkodliwy wplyw na organizmy poprzez mylenie roéznych standw 1 funkcji
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fizjologicznych (Hasegawa 1 wsp. 2000). Drugim wyjasnieniem moze by¢ to, ze
nagromadzenie trehalozy nie jest jedynym istotnym czynnikiem niezbednym do udanej
anhydrobiozy. Rzeczywiscie, dodatkowe, nieznane krytyczne czynniki i mechanizmy sa
czesto potrzebne do pomysinej indukcji kryptobiozy (Crowe 2002, Oliver i wsp. 2002). Te
hipoteze potwierdza fakt, ze larwy po dekapitacji poddane anhydratacji syntezujg o potowe
mniej trehalozy niz larwy zdrowe, a pomimo tego nast¢puje u nich udana kryptobioza
(Watanabe i in. 2002). Wskazuje to na udziat dodatkowego czynnika (lub czynnikéw), ktory
wyzwala wybuchowg syntezg¢ trehalozy podczas suszenia. Czynnik ten jednak pozostaje nadal

nieznany.
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Rycina 8. Zmiany ilo$ci wody i trehalozy w ciele larwy Polypedilum vanderplanki podczas
procesu desykacji trwajacego 48 godzin: linie ciggle z wypelnionymi symbolami - zawartos¢
trehalozy; linie przerywane z otwartymi symbolami - zawarto$¢ wody; wg Watanabe i in.
(2003)

Chociaz trehaloza moze by¢ jednym z kluczowych sktadnikow powstawania
wewnatrzkomoérkowego szkta w powoli osuszanych larwach, na jego stan fizyczny moga
mie¢ wpltyw inne sktadniki. Je$li bezwodna, zeszklona trehaloza, bez dodatkow, jest
wystawiona na dziatanie wilgoci wzglednej powyzej 44%, przeksztatca si¢ w dihydrat i
krystalizuje (Iglesias i in. 1997). Pomiary dyfrakcji rentgenowskiej nie wykryly tworzenia si¢
krysztatow w wolno suszonych larwach, nawet po ekspozycji na wyzsza wilgotnos¢
wzgledng. Wskazuje to, ze krystalizacja trehalozy byta utrudniona przez obecnos$¢ substancji
rozpuszczajacych cytoplazmy, takich jak biatka (Imamura 1 in. 1998). Nie uzyskano

dowodow na to, ze biatka ulegaja witryfikacji, podczas anhydrobiozy. Jednak nie mozna tez
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wykluczy¢ mozliwosci, ze wysoce hydrofilowe biatka LEA moga by¢ wspdtodpowiedzialne

za wewnatrzkomorkowe stany szkliste u larw P. vanderplanki (Kikawada i in. 2006).

1.1.6. Niezaleznos$¢ indukcji anhydrobiozy od centralnego ukladu

nerwowego

Wiele owadéw zyjacych w klimacie umiarkowanym zamiast w anhydrobioze wchodzi
w odretwienie lub diapauze w réznych stadiach rozwojowych, aby przetrwac niekorzystne
warunki (Keilin 1959). Chociaz mechanizmy dokrewne regulujgce larwalng, poczwarkowsq 1
imaginalng diapauze rdznig si¢, mézg i zwoje brzuszne sa ogdlnymi regulatorami diapauzy
(Denlinger 1985).

W celu odkrycia, czy zwoje mézgowe regulujg indukcje anhydrobiozy u larw P.
vanderplanki przeprowadzono eksperyment. Poddano wysuszaniu i ponownej rehydratacji
larwy w stanie nienaruszonym z larwami po dekapitacji oraz usunigciu zwojow mozgowych,
podprzetykowych — SG i zwoju piersiowego — TG (Watanabe i in. 2002). Wszystkie osobniki
byly przesuszane przy uzyciu metody 2-dniowej (wolnej desykacji). Podczas suszenia larwy
tej] muchowki szybko gromadzity duzg ilo$¢ trehalozy (18% suchej masy ciala). Sugeruje to,
ze wysoki poziom akumulacji disacharydu przyczynil si¢ do udanej indukcji kryptobiozy.
Podczas suszenia osobniki uszkodzone réwniez gromadzily trehaloze, chociaz o polowe mnie;j
w porodwnaniu z nieuszkodzonymi (Ryc. 10). W trakcie odwadniania kolor czerwony stat si¢
bardziej intensywny w przednich i tylnych czgsciach ciata. Wskazuje to, ze woda z ciata
ewaporuje gtownie poprzez otwér gebowy 1 odbytowy. Nawodnionie larwy sg jednorodnie
czerwone ze wzgledu na rownomierne rozmieszczenie hemoglobiny w hemolimfie. Larwy
pozbawione zwojow mozgowych, podprzetykowych 1 piersiowych po ponownej rehydratacji
byly w stanie poruszac si¢ nawet przez 2 tygodnie. U larw uszkodzonych czas rehydratacji byt
jednak dtuzszy. Stwierdzono, ze wymienione zwoje nie wplywaja na indukcje 1 zakonczenie
kryptobiozy. Jednakze w indukcji nie mozna wyeliminowa¢ mozliwo$ci zaangazowania
zwojow odwlokowych (AG), poniewaz osrodkowy uktad nerwowy owadow sktada si¢ ze
sparowanego segmentowego zwoju, w tym moézgu, SG, TG 1 AG. Wyizolowana tkanka
tluszczowa, czyli gldbwne miejsce produkcji trehalozy, moze by¢ zachowana w stanie suchym
w temperaturze pokojowej przez okres ponad 18 miesigcy w zywej formie (Watanabe i in.
2005). W zwiazku z tym centralny uktad nerwowy z pewnoscia nie bierze udziatu w indukcji

anhydrobiozy, nawet w tak zloZzonym organizmie wielokomoérkowym.
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Rycina 9. Zmiany ilo$ci trehalozy w ciele larwy Polypedilum vanderplanki w r6znych
warunkach morfologicznych podczas dehydratacji: petne kota - larwa zdrowa, nieuszkodzona;
puste trojkaty — larwa tylko bez zwojow mozgowych; puste kota — larwa bez zwojow
mozgowych, zwoji podgardzielowego i przedtutowiowego; puste kwadraty - larwa
uwodniona po dekapitacji; wg Watanabe i in. (2002), zmienione

1.1.7. Odpowiedz na stres oksydacyjny i antyoksydanty

Podczas wchodzenia w stan wysuszenia, larwy wytwarzaja enzymy przeciwutleniajace
oraz rézne zwiagzki chemiczne, w celu zlagodzenia stresu oksydacyjnego zwigzanego z
odwodnieniem komorek. Stres oksydacyjny decyduje o pozytywnym przejsciu w stan
anhydrobiozy, gdyz w czasie jego trwania wytwarzane sg reaktywne formy tlenu, ktére moga
prowadzi¢ do peroksydacji lipidow btonowych, karbonylowania biatek oraz uszkodzenia
DNA (Franca i in. 2007). Wykazano, ze geny odpowiedzialne za reakcje na stres oksydacyjny
byly silnie regulowane w gore w trakcie desykacji, a wzgledna aktywnos$¢ antyoksydacyjna
réwniez si¢ zwigkszyta (Gusev i in. 2010).

Larwy oczyszczaja organizm z reaktywnych form tlenu dzigki dysmutazie
ponadtlenkowej oraz katalazie. Dysmutaza ponadtlenkowa przeksztalca wolne rodniki
tlenowe w nadtlenek wodoru, ktory nastgpnie zostanie zredukowany do wody przez katalaze.
Wytwarzane przez larwy przeciwutleniacze minimalizujg uszkodzenia komorek. Kolejny
uktad przeciwutleniajacy stanowi szlak glutationowy. Peroksydaza glutationowa jest
angazowana w redukcj¢ nadtlenkow lipidow z bton komoérkowych i1 detoksykacje nadtlenku
wodoru (Denekamp i in. 2009). Mitochondrialna tioredoksyna byta najsilniej regulowanym
antyutleniaczem. Mitochondria stanowig gldéwne miejsce produkcji reaktywnych form tlenu,

ktore moze usuwa¢ zredukowana tioredoksyna  jednocze$nie chronigc biatka przed
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utlenianiem (Corona, Robinson 2006). Wytwarzanie roéznych przeciwutleniaczy wydaje si¢

kluczowe w minimalizowaniu uszkodzen oksydacyjnych czasteczek biologicznych.

1.1.8. Bialka szoku cieplnego (HSP)

Do tej pory wyizolowano kilka biatek odpowiedzialnych za tolerancj¢ wysychania.
Biatka opiekuncze (czaperony) sa jednym z reprezentatywnych przyktadow. Najbardziej
znanymi biatkami opiekunczymi sg biatka szoku cieplnego (HSP ang. Heat shock proteins),
ktérych rodzina obejmuje HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 i matle HSP (sHSP),
klasyfikowane zgodnie z ich masg czasteczkowa (Vierling 1997, Narberhaus 2002). W
szczegblnosci, sHSP majag monomeryczng mase czgsteczkowa 15-42 kDa, ale taczg sie w
oligomery od dziewieciu do ponad 30 podjednostek (Vierling 1997). Funkcje HSP sg podobne
u wszystkich organizmoéw zywych. Dziataja one jako biatka opiekuncze odpowiedzialne za
prawidtowe zwijanie si¢ innych bialek, ich oligomeryzacje, translokacje oraz degradacje
(Bhutani, Udgaonka 2002). Ich sekwencja aminokwasowa jest silnie konserwatywna.

Zauwazono, ze ekspresja niektorych biatek szoku cieplnego u larw P. vanderplanki (Pv-
hsp90, Pv-hsp70, Pv-hsc70 i Pv-hsp60) byta znaczaco podwyzszona w czasie wprowadzania
ich w stan anhydrobiozy. W szczegdlnosci, indukowane przez desykacje sHSP (Pv-hsp20 i
Pv-p23) moga przyczynia¢ si¢ do witryfikacji larw (Gusev i in. 2011). Tak wigc, HSP
prawdopodobnie nadaja organizmowi odporno$¢ na wysuszanie poprzez zapobieganie
denaturacji biatek i ponowne faldowanie zdenaturowanych biatek. Wystepuja one zar6wno u
organizmow prokariotycznych jak i eukariotycznych, w tym nie tylko u tych odpornych na
desykacje¢, ale takze w innych organizmach wrazliwych na utrat¢ wody, np. u ludzi. W
zwigzku z tym, HSP przyczyniaja si¢ do utrzymania integralnosci biatka w ogole, ale niektore

Z nich, takie jak sHSP, wydaja si¢ by¢ w szczegolnosci zwigzane z tolerancja na osuszanie.

1.1.9. Silnie hydrofilowe bialka LEA

W odpowiedzi na stres odwodnieniowy duzy udzial majg tez silnie hydrofilowe biatka
LEA (ang. Late-embryogenesis abundant proteins) wytwarzane podczas poznej embriogenezy
ro$lin (Galau, Dure 1981, Gaubin i in. 1983). Zapewniaja one odpornos¢ na wysuszenie
nasionom. Biatka LEA zostaly rowniez wykryte w ciele wysuszonej larwy. Wyro6znia si¢ trzy
ich glowne grupy (od 1 do 3) w oparciu o struktur¢ i wzorzec ekspresji (Cuming 1999). W
szczegolnosci w grupie 3 stwierdzono biatka u wielu organizmow wykazujacych tolerancje na

utrate wody. Co ciekawe, grupa ta wykazuje niezwykla ceche strukturalng, ktorg jest przejscie

35



od natywnej struktury cewki w roztworze do struktury alfa helisy, moggcej tworzyc
stowarzyszenia w zwojach cewki, w stanie wysuszenia.

Biatka LEA mogg dziata¢ jako ostona molekularna podczas odwodnienia (Goyal i in.
2005). Analizy obliczeniowe sugeruja, ze grupa 3 bialek LEA moze pelni¢ potencjalne
funkcje akceptora jonow do ochrony innych bialek przed wysoleniem i mie¢ udziat we
wzmocnieniu wytrzymato$ci mechanicznej odwodnionych komorek poprzez wytwarzanie
nitkowatych struktur zwigzanych z cytoszkieletem.

Funkcje te mogg zapewnia¢ komorkom, jak i nawet calym organizmom, tolerancj¢ na
wysuszenie. U larw P. vanderplanki wystepuje najsilniejsza ekspresja genéw kodujgcych
wlasnie biatka LEA w czasie ich dehydratacji. Transkrypty odpowiadajace biatkom LEA
stanowity do 12% catkowitej ekspresji genéw po 12 godzinach od chwili rozpoczecia procesu
desykacji. Sugeruje to, ze sa one niezbedne dla skutecznej anhydrobiozy (Cornette 2010).
Bialka LEA rowniez aktywnie uczestniczag w procesie witryfikacji, tworzac nie tylko same
,»szkliwo”, ale takze stabilizujac trehaloze i tworzac szklista matryce, ktdra chroni czasteczki
biologiczne i integralno$¢ strukturalng larw podczas wysuszania (Shimizu 2010). Poniewaz
biatka LEA s3a szeroko rozpowszechnione w organizmach tolerujacych wysuszenie,
mechanizm zwalczania stresu odwodnienia jest wspolny dla zwierzat, ro$lin i

mikroorganizmow.

1.1.10. Akwaporyny - specyficzne kanaly wodne

Ostatnim waznym czynnikiem przyspieszajagcym odwodnienie sg specyficzne kanaty
wodne, zwane akwaporynami (AQP). Woda powoli przenika przez dwuwarstwe
fosfolipidowa btony komodrkowej poprzez zwykla dyfuzje. Jednakze akwaporyny, dzigki
pasywnemu transportowi kanatlowemu dla wody, ufatwiaja proces przenikania. AQP
odgrywaja nieodtgczng role w fizjologicznych ruchach wody w organizmie. Na przykiad, u
rosliny Graptopetalum paraguayense, stosujacej strategi¢ unikania desykacji, poziom
ekspresji  AQP jest wzglednie bardzo niski podczas odwadniania. Wobec czego,
przepuszczalnos¢ wody w btonach plazmatycznych 1 tonoplastach komorek lisci tej rosliny
jest tez bardzo niska (Ohshima i in. 2001). Z kolei, roslina Craterostigma plantagineum,
tolerujgca wysychanie, zwigksza ekspresje AQP podczas desykacji, co moze by¢ wymagane
do kontrolowania wyptywu wody podczas odwadniania i jej pobierania w trakcie nawadniania

(Mariaux i in. 1998). Prawdopodobnie oba te gatunki kontroluja przepuszczalnos¢ wody na
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poziomie komorkowym organizmu poprzez regulacje ekspresji AQP w inny sposob, aby
stawi¢ czola stresowi desykacji przy pomocy przeciwstawnych strategii.

Bialka kanatowe larw P. vanderplanki wykazaty tendencj¢ do przepuszczania wody i
zatrzymywania glicerolu. Wyrdznia si¢ szczegoOlnie biatko PvAQPI (wszechobecne)
odpowiedzialne za odprowadzenie calej zawartosci wody z organizmu podczas procesu
anhydrobiozy, oraz biatko PvAQP2 (specyficzne dla tkanki thuszczowej), odpowiedzialne za
sterowanie gospodarka wodng komorek tluszczowych w korzystnych warunkach naturalnych
(Kikawada i in. 2008). Ekspresja PvAQP1 i budowa cylindrycznych ostonek
najprawdopodobniej poczatkowo regulujg odwodnienie z opdznieniem predkosci dehydratacji
I przyspieszanie utraty wody w ostatnim etapie desykacji w celu udanej indukcji
anhydrobiozy u P. vanderplanki (Watanabe i in. 2003).

Biatka

ﬂ Anhydrobioza

Proces desykacji

Rycina 10. Gtowne przemiany zachodzace w ciele larwy Polypedilum vanderplanki podczas
procesu desykacji: A — stres dehydratacyjny i oksydacyjny (ROS) oraz ekspresja gendw
indukujacych anhydrobioze; B — przyspieszona utarta wody (AQP1), aktywacja systemu
antyoksydacyjnego, antyagregacja biatek, ponowne fatldowanie biatek przy udziale HSP; C —
antyagregacja matych bialek, witryfikacja trehalozy i biatek LEA; wg Cornette 1 Kikawada

(2011)
1.1.11. Porownanie genoméw Polypedium vanderplanki i wrazliwego na

desykacje Polypedilum nubifer
Kolejnym krokiem w kierunku lepszego zrozumienia tla molekularnego udanej
tolerancji wysychania sg badania przesiewowe catego genomu pod katem cech zwigzanych z

anhydrobioza (Li i in. 2012; Marunde i in. 2013). Blisko spokrewniony z P. vanderplanki
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gatunek z tego samego rodzaju - Polypedilum nubifer (Skuse, 1889) jest wrazliwy na
wysychanie (Ryc. 11). Porownano genomy obu gatunkéw ochotek w celu rozszyfrowania tta
genetycznego anhydrobiozy. W rezultacie udato si¢ zidentyfikowa¢ kilka grup gendéw
majacych wptyw na indukcje anhydrobiozy. Natura siedlisk P. vanderplanki, staba zdolno$¢
do latania i

silna presja selekcyjna ze wzgledu na dlugi okres suszy, ulatwily

mikroewolucyjne wzorce tego gatunku. Inng mozliwos$cia jest nieadaptacyjne pochodzenie

genetyczne obserwowanych zmian w genomie P. vanderplanki.
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Rycina 11. Cykl anhydrobiotyczny (a) i drzewo filogenetyczne ochotki afrykanskiej,
Polypedilum vanderplanki (c) oraz ,,tagodne” wysuszanie P. nubifer: a) dorosty samiec (po
lewej) i cykl anhydrobiotyczny larwy (po prawej); b) dorosty samiec (po lewej) i ,,tagodne”
wysuszanie larw P. nubifer; podobnie jak inne ochotki, ale nie mogg przejs¢ do stanu
anhydrobiozy (po prawej); skala — dt. paska 2 mm; c) drzewo filogenetyczne ukazujace
pokrewienstwo genetyczne pomigdzy P. vanderplanki i P. nubifer oraz innymi taksonami

muchowek (Diptera); czas ewolucji poszczeg6lnych gatunkéw podany w milionach lat
(MYA), wg Gusev i in. 2014

Profil transkrypcji catego genomu rézni si¢ migdzy dwoma gatunkami ochotek w
warunkach desykacji. W sytuacjach bezstresowych pierwotne rozmieszczenie domen u P.
vanderplanki i P. nubifer jest podobne. Jednak w procesie desykacji obserwuje si¢ u P.
vanderplanki podwyzszenie ekspresji gendw. Zauwazono, ze w wielu przypadkach geny
kodujace specyficzne dla desykacji mRNA u P. vanderplanki znajduja si¢ w zwartych
klastrach w genomie. Zdefiniowano specyficzne obszary genomowe, w ktorych te zestawy
genow sg zlokalizowane jako "wyspy genowe zwigzane z anhydrobioza" (ARId) (Suetsugu i
in. 2013). Genom P. vanderplanki zawiera co najmniej dziewi¢¢ potencjalnych wysp
genowych. Przeciwnie, genom P. nubifer nie zawiera regionéw odpowiadajacych kryteriom

ARId (Gusev i in. 2014). Pokazano rowniez, ze u P. vanderplanki nagromadzenie trehalozy
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podczas wystgpienia anhydrobiozy jest mediowane, nie przez specjalny zestaw gendw, ale

raczej przez ewolucje mechanizmow kontroli ekspresji genéw reagujacych na wysuszenie.

1.1.12. Poréwnanie anhydrobiotycznych larw P. vanderplanki i Polypedilum

pembai

Do niedawna P. vanderplanki byt jedynym gatunkiem sposréd wszystkich owadow
wykazujacym zdolno$¢ do przezycia w prawie calkowitej dehydratacji. W 2017 roku zespot
naukowcow udowodnit, ze pokrewny gatunek Polypedilum pemba pochodzacy z Malawi, jest
takze anhydrobiotyczny i Ze jego mechanizm tolerancji desykacji jest prawdopodobnie
podobny do obserwowanego u P. vanderplanki (Cornette i in. 2017).

Osobniki do badan byly zbierane w Nigerii i Malawi. Jedna z populacji nigeryjskich
byla naturalna (z Anguantuta), natomiast druga byla szczepem wysoce wsobnym,
pochodzacym z réznych populacji osobnikéw pierwotnie ztowionych w poblizu stanowisk, z
ktorych Hinton pozyskiwat ochotki. Nastepnie byly one hodowane w w laboratorium w
Japonii. Z tej samej proby, z hodowli laboratoryjnej, pochodza larwy ochotek bedace
przedmiotem niniejszych badan. Dla poréwnania, osobniki z populacji z Malawi (okolice
Bunda koto Mandali i Bwailain Zomba) byty naturalne. Analiza filogenetyczna wykazata, ze
oba gatunki sg blisko spokrewnione. Sugeruje to, ze anhydrobioza wyewoluowala tylko raz u
ich wspolnego przodka okoto 49 milionéw lat temu, przed rozdzieleniem si¢ obu gatunkow.
W analizie genetycznej stwierdzono réwniez czasy radiacji wynoszace okoto 3,3 (4,1 do 2,6)
miliona lat pomiedzy linig wsobng P. vanderplanki NIAS, a populacja z Anguantuta i okoto
6,5 (8,2 do 4,8) min lat migdzy populacjami P. pembai (Cornette i in. 2017). Drzewo
filogenetyczne prezentujagce wyniki tych badan zaprezentowano na Rycinie 12. Dane
dotyczace sekwencji DNA wykazaly, ze szczep laboratoryjny i probki zbierane przez Hintona
byty identyczne. W konsekwencji, kariotyp przedstawiony dla populacji z Nigerii powinien
by¢ uznany za referencyjny dla P. vanderplanki. Kariotypowe poréwnanie obu gatunkow

wykazato znaczne roznice.
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Rycina 12. Pokrewienstwa filogenetyczne pomiedzy Polypedilum vanderplanki i innymi
taksonami w obrgbie rodzaju Polypedilum: pod drzewem filogenetycznym skala czasowa (w
milionach lat, MY A) ewolucji poszczeg6lnych taksonow; wg Cornette i in. (2017)

Analiza chromosoméw politenicznych wykazata, ze diploidalna liczba chromosoméw
(2n = 8) byla identyczna dla obu gatunkéw (Petrova i in. 2015), a jednocze$nie taka sama jak
u innych owadow z rodzaju Polypedilum, ktore pod tym katem badano (Tavcar 1967, Porter i
Martin 1977, Petrova i wsp. 1981, Kiknadze i wsp. 1991, Gavrikova i Belyanina 1993, Kerkis
1 wsp. 1996, Michailova 1989). Zaobserwowano jednak znaczne roznice cytogenetyczne w
sekwencjach pasmowych chromosoméw olbrzymich oraz w liczbie i rozmieszczeniu
regiondOw aktywnych (Petrova 1 in. 2015). Gatunki wykazuja tez pewne roznice pod
wzgledem morfologicznym 1 fizjologicznym.

Pomimo tych réznic stwierdzono, ze przy okoto 4% resztkowej zawartosci wody w
suchej postaci larwy P. pembai, mozna uzna¢ za gatunek anhydrobiotyczny (Cornette i in.
2017). Larwy tego gatunku charakteryzuja si¢ wysokimi wartosciami wskaznika
przezywalnosci po rehydratacji, podobnie jak badane larwy P. vanderplanki, ktore po 2 latach
przetrzymywania w eksykatorze wykazaty normalng aktywnosc¢ po rehydratacji. Odwadniane
larwy P. pembai gromadzily takze trehalozg, ktorej ilo$¢ wzrastata dziesigciokrotnie w
stosunku do poziomu poczatkowego, prawie dwukrotnie wiecej niz u P. vanderplanki
(Cornette i in. 2017). Mozna zatem zalozy¢, ze larwy P. pembai osiggaja anhydrobiozg
poprzez podobny mechanizm do larw P. vanderplanki.

Niedawno opisano nowy gatunek ochotek Polypedilum ovahimba pochodzacy z
Namibii (Cranston, 2014). Jednakze mozliwe jest, ze larwy tej muchoéwki przetrwaly porg
suchg, unikajac nadmiernego odwodnienia w kokonie, bez osiggni¢cia ametabolicznego stanu

anhydrobiozy. Gatunek P. dewulfi z zachodniej Nigerii zostal opisany rowniez jako
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tolerancyjny na wysuszanie (Miller 1969). Jednakze jego identyfikacja wydaje si¢ niepewna
ze wzgledu na staba terminologi¢ dostgpng w tym czasie (Hinton 1951, Freeman 1958).
Przyszte genomiki porownawcze réznych populacji P. vanderplanki i P. pembai, a takze
spokrewnionych gatunkéw, mogag pomodc potwierdzi¢ ewolucyjny scenariusz anhydrobiozy
oraz pokazaé, czy jest ona izolowanym zdarzeniem ws$rod wszystkich owadow, czy tez

zjawisko to ewoluowato niezaleznie.

1.2. Woda w ukladach biologicznych

Woda jest jedng z najpospolitszych substancji wystepujacych na Ziemi, jednak nadal
nie wiadomo skad wziela si¢ w takiej iloSci na biekitnej planecie. Odgrywa istotng rolg w
funkcjonowaniu organizméw zywych, a jej niedobor zwykle oznacza $mier¢ lub powazne
uszkodzenie. Z biologicznego punktu widzenia ma wiele wilasciwosci kluczowych dla
rozprzestrzeniania si¢ zycia, ktore odrdzniajg ja od innych substancji.

Juz w czasach Homera woda byta bardzo waznym elementem taczacym ludzi i bogow
(De Santo i in. 2009).

Arystoteles w ,,Metafizyce” pisze, ze Tales twierdzil, ze ,naturg jest woda”.
Prawdopodobnie stad uwazal, Ze Ziemia unosi si¢ na wodzie. Ten swoisty poglad o wodzie
jako naturze opierat prawdopodobnie na spostrzezeniu, ze pokarm, jakim zywig si¢ wszelkie
jestestwa, jest wilgotny 1 ze z wilgotnego powstaje samo ciepto, dzigki czemu ono zyje. Gdyz
,»zasada kazdej powstajacej rzeczy jest to, z czego ona powstaje” (Arystoteles). Dopiero w
XVIII wieku Henry Cavendish wykazatl, ze woda sktada si¢ z tlenu 1 wodoru (West 2004).
Pierwszego rozktadu wody na wodor i tlen poprzez elektroliz¢ dokonali w 1800 roku William
Nicholson i Anthony Carlisle (Russel 2003). Z kolei w 1805 roku Joseph Louis Gay-Lussac i
Alexander von Humboldt odkryli, ze woda sktada si¢ z dwoch czgsci wodoru 1 jednej czesci
tlenu (Gay-Lussac, von Humboldt 1805).

Istnieje kilka izotopow wodoru i tlenu, co prowadzi do powstania kilku znanych
izotopow wody. Naturalnie wystepujaca woda sktada si¢ niemal catkowicie z neutronowego
1zotopu wodoru 1 wtasnie ona bedzie w dalszej czgsci nazywana wodg. Tylko 155 ppm to tzw.
ciezka woda zawierajaca deuter (*H lub D), izotop wodoru z jednym neutronem. Z kolei tryt
(*H lub T), ktéry ma dwa neutrony, ma w swoim sktadzie mniej niz 20 czesci na kwintillion.
Tlen ma réwniez trzy stabilne izotopy : *°O (stanowi ponad 99% tlenu naturalnego), *’O oraz
180. Wszystkie izotopy wody wykazuja miedzy sobg znaczne roznice we wiasciwosciach

fizykochemicznych.
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1.2.1. Molekula wody

Sumaryczny wzor chemiczny czateczki wody zostal opisany jako H,O. Jest to tetraedr
o hybrydyzacji sp®, zawierajacy jeden atom tlenu i dwa atomy wodoru potaczone wiazaniami
kowalencyjnymi spolaryzowanymi. Energia takiego wigzania wynosi okoto 420 kJ/mol.
Poniewaz atom tlenu ma wyzsza elektroujemno$¢ niz atomy wodoru, jest to czasteczka
polarna z elektrycznym momentem dipolowym. Atom tlenu przenosi niewielki fadunek
ujemny, podczas gdy atomy wodoru sg nieznacznie dodatnie. Czgsteczki wody sa nieliniowe,
a wigzania H-O sa silnie spolaryzowane. Kat migdzy wigzaniami wodor-tlen-wodor
(H—O—H) w fazie cieklej jest posredni miedzy geometrig czworo$cienng a katem ptaskiego

pieciokata 1 wynosi 104.48°.

Rycina 13. Struktura agregatow czasteczek wody: czerwone kule — tlen, szare kule — wodor;
wg Hoy i Bunker (1979)

Czasteczka wody w stanie cieklym lub stalym moze tworzy¢ do czterech wigzan
wodorowych z sgsiednimi czgsteczkami. Sila przyciggania miedzy czasteczkami wody jest
okreslona przez wysoka energi¢ zawartg w wigzaniu OH wynoszacg 5,5 Kcal/mol 1 interakcje
Van der Waalsa (Tabor i in. 2011). Z powodu wigzania wodorowego czasteczki stale
poruszaja si¢ wzgledem siebie, a wigzania wodorowe nieustannie pgkaja i reformuja si¢ w
skali czasowej szybciej niz 200 femtosekund (Smith 1 in. 2005). Wigzania te sg przyczyna
wysokiego napigcia powierzchniowego wody (Campbell i in. 2006) i sit kapilarnych.

Wigzania wodorowe sa roOwniez przyczyna znacznie wyzszych temperatur topnienia i wrzenia
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wody oraz ciepta wlasciwego wody, niz w przypadku innych analogicznych zwigzkoéw, takich
jak np. siarkowodor (H,S). Ta sytuacja wyjasnia paradoks, ze woda znajduje si¢ w stanie
cieklym w szerokim zakresie temperatur sprzyjajacych procesom fizjologicznym, a nie jako
gaz, jakby nalezato oczekiwac, biorgc pod uwage jej matg mase czasteczkowa wynoszaca 18
(Robinson 2002).

1.2.2. Wlasciwosci fizykochemiczne wody

Woda jest polarnym zwigzkiem nieorganicznym, ktory w warunkach standardowych
wystepuje w stanie ciektym. Nie posiada smaku, ani zapachu. W matych ilo$ciach wydaje si¢
bezbarwna, chociaz ma swoj wilasny, bardzo lekki, niebieski odcien, wynikajacy z
pochtaniania przez nig promieniowania elektromagnetycznego z zakresu $wiatla widzialnego
odpowiadajacego barwie czerwonej. Oprocz stanu ciektego, woda w warunkach ziemskich,
moze wystgpowaé w statym (16d) i gazowym stanie skupienia oraz jako para wodna (Reece
2013). Woda ciekta ma bardzo wysoka pojemnos¢ cieplng wiasciwag 4,1814 J / (g - K) w
temperaturze 25°C. W porownaniu 16d i para wodna maja t¢ wartos¢ prawie dwa razy
mniejszg, pomimo tego, ze dla innych substancji topnienie prawie jej nie zmienia. Wtasciwa
pojemno$¢ cieplna kazdej substancji, za wyjatkiem wody, ro$nie wraz ze wzrostem
temperatury. Wykres zalezno$ci wlasciwej pojemnosci cieplnej wody od temperatury posiada
minimum przy temperaturze okoto 37 °C, czyli odpowiada temperaturze ciata cztowieka.
Podczas zamarzania woda stodka zwieksza swoja objeto§¢. Maksimum gestosci osigga ona w
temperaturze ok. 4°C. Zwykty, heksagonalny 16d jest mniej gesty niz ciekta woda - po
zamrozeniu gestos¢ wody zmniejsza si¢ o okoto 9% (Perlman, Howard 2016). Lod jest 1zejszy
od wody i dlatego plywa po jej powierzchni. Kolejng nietypowa cecha wody jest mozliwosé
istnienia wody w stanie ciektym ponizej 0°C. Stan ten nazywa si¢ przechtodzeniem i zaburza
go pojawienie si¢ tzw. zarodkow krystalizacji (np. kurz, pecherzyk powietrza). Woda ulega
rowniez zeszkleniu, czyli przejsciu w niekrystaliczne bezpostaciowe cialo state.

Woda jest bardzo dobrym rozpuszczalnikiem dla wielu substancji np. kwasow,
alkoholi i soli, dlatego jest nazywana ,rozpuszczalnikiem uniwersalnym”. Substancje
niepolarne, takie jak tluszcze 1 oleje, nie rozpuszczajg si¢ w niej. Ta cecha powoduje, ze
woda, z ktérej korzystamy, rzadko jest czysta chemicznie; zwykle zawiera w sobie kilka
dodatkowych mineralow. Wiekszos$¢ wystgpujacej na Ziemi wody jest ,,stona”, tzn. zawiera
duzo rozpuszczonych soli, gldownie chlorku sodu. Jesli woda ma nawet niewielka ilo$¢ takiego

,,Zanieczyszczenia”, moze znacznie tatwiej przewodzi¢ prad elektryczny. Czysta woda ma
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niskie przewodnictwo elektryczne (0,055 pS/cm). Teoretyczna maksymalna rezystywnos¢
elektryczna dla wody wynosi w przyblizeniu 1,82-10° MQm, w temperaturze 25 °C.

Wigzanie wodorowe miedzy czasteczkami wody, jest przyczyna dwoch unikalnych
wiasciwosci wody: spdjnosci 1 przyczepnosci. Spdjnosé, kohezja, odnosi si¢ do faktu, ze
czasteczki wody pozostajag blisko siebie, dzigki zbiorowemu dziataniu wigzan wodorowych
mie¢dzy nimi. Te wigzania wodorowe nieustannie pekaja, tworzagc nowe wigzania z réznymi
czasteczkami wody; ale w dowolnym momencie w probce cieklej wody, duza czgsé
czgsteczek jest utrzymywana razem (Campbell, Reece 2009). Adhezja oznacza, ze woda
bardzo dobrze przylega do innych rzeczy, rozprzestrzenia si¢ tworzac cienka warstwe na
niektorych powierzchniach, takich jak szklo. Gdy woda styka si¢ z tymi powierzchniami, sity
przyczepnosci sg silniejsze niz sity kohezyjne.

Woda ma rowniez wysoki poziom napigcia powierzchniowego (71,99 10° N/m przy
25 °C). Kazda czasteczka znajdujaca si¢ wewnatrz cieczy jest rOwnomiernie otoczona przez
inne czasteczki i ma wysycone sily wzajemnego przyciagania, ktore rdwnowazg sie, dziatajac
na wszystkie strony. Natomiast czasteczki znajdujace si¢ na powierzchni fazowej sa poddane
oddziatywaniom obu o$rodkow. Sita wypadkowa, skierowana prostopadle do powierzchni
fazowej, dazy do weciaggania czasteczek w glab cieczy 1 nosi nazweg ci$nienia
powierzchniowego, natomiast sita styczna do powierzchni jest miarg napigcia
powierzchniowego. W wyniku dziatania tych sit ciecz dazy do zmniejszenia powierzchni
swobodnej. Z tego wtasnie powodu kropelki cieczy przybieraja ksztatt kulisty, wykazujacy
najmniejsza powierzchni¢ przy danej objetosci.

Woda jest zaangazowana w rozne procesy biomolekularne. Podjgto wysitki w celu
wyjasnienia mechanizmow lezacych u podstaw oddziatywania wody z innymi substancjami w
tych procesach, w tym zwijania i stabilno$ci biatek, a takze interakcji miedzy enzymem a
substratem (Finney 2004). Ze wzgledu na swoje unikalne wlasciwosci, takie jak wysokie
ciepto witasciwe 1 zdolno$¢ rozpuszczania substancji polarnych, woda jest niezbedna do
termoregulacji, transportu i wydalania substancji endogennych i egzogennych, i jest idealnym

srodowiskiem utatwiajacym wiele reakcji biochemicznych (Riveros-Perez, Riveros 2018).

1.3. Izoterma sorpcyjna

Izoterma sorpcyjna opisuje zalezno$¢ masy substancji zaadsorbowanej na powierzchni
badanego uktadu od wilgotnosci wzglednej otoczenia h = p/pg (stosunek panujgcego cisnienia

pary wodnej wzglgdem cisnienia pary nasyconej), w statej temperaturze. Inaczej mowiac jest
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to jako zwigzek pomiedzy rownowagowym uwodnieniem substancji i wzgledng wilgotnoscia
w stalej temperaturze. Uwodnienie rownowagowe ro$nie wraz ze wzrostem wzglednej
wilgotnosci, jednakze maleje wraz ze wzrostem temperatury. Izoterme¢ sorpcyjng wyznacza
si¢ na dwa sposoby (Furmaniak 2013). Pierwszy z nich wigze si¢ z procesem dehydratacji
probki i sprowadza si¢ do okreslenia ubytku masy wody w niej zawartej przy zmniejszajacej
si¢ aktywnosci wody .Tak uzyskang krzywa nazywa si¢ izoterma desorpcji Drugi typ
krzywych to izotermy adsorpcji, sag one zwigzane z procesem ponownej hydratacji probki.

Adsorpcja to zjawisko wystepujace na granicy zetknigcia dwoch faz. Zwigzane jest z
wystepowaniem niewysyconych sit mig¢dzyczasteczkowych (sit wigzan jonowych lub
kowalencyjnych, sit Van der Waalsa). W wyniku oddziatywania tych sit moga wystgpowac
réznice stezen pomiedzy skladem osrodka gazowego lub cieklego, a sktadem warstw
przylegtych do granicy faz. Substancja, na ktdérej powierzchni zachodzi adsorpcja to
adsorbent, natomiast substancja ktora ulega adsorpcji to adsorbat. Oprocz adsorpcji,
polegajacej na powierzchniowym zageszczaniu adsorbatu, wystepuje zjawisko absorpcji,
czyli rownomierne pochtanianie adsorbatu przez catg mase adsorbentu. Zjawisko adsorpcji i
absorpcji nazwano og6lnie SOrpcja

W zalezno$ci od natury sit dzialajacych pomiedzy adsorbentem a adsorbatem
rozrozniamy adsorpcje fizyczng (fizysorpcje) 1 chemiczng (chemisorpcje). W adsorpcji
fizycznej czasteczki adsorbatu bedace na granicy faz podlegaja niezrbwnowazonym sitom
Van der Waalsa, natomiast w przypadku chemisorpcji wigza si¢ z powierzchnig za pomoca
pofaczen chemicznych, ktoérymi najcze$ciej sa wigzania kowalencyjne. W przypadku
fizysorpcji pojedyncze czasteczki majg dwa stopnie swobody, dlatego moga przemieszczad
si¢ po powierzchni 1 tworzy¢ wigce] niz jedng warstwe. Czasteczki zaadsorbowane
chemicznie tworza na powierzchni tylko jedna warstweg, pojedyncza czasteczka ma zero
stopni swobody. Entalpia chemisorpcji jest wyzsza od entalpii adsorpcji fizycznej,
wynoszacej od kilku do 50 kJ/mol 1 wynosi srednio od 100 do 400 kJ/mol (Natkanski 2010).

Izotermy sorpcyjne dzielimy obecnie wedlug klasyfikacji [UPAC (Migedzynarodowa
Unia Chemii Czystej 1 Stosowanej) (Sing 1985), ktora zastgpita poprzednig stworzong przez
Brunauera (Brunauer 1943).Wyroznia ona VI typoéw izoterm, z ktorych trzy pierwsze s3
zgodne z poprzednig klasyfikacja. Typ [ jest charakterystyczny dla adsorbentow
mikroporowatych, opisywany izotermg Langmuira. Typ II, ktory jest najczesciej stosowany i
1l — bardzo rzadko wystepujacy - sa charakterystyczne rowniez dla adsorbentow

mikroporowatych, jednak opisuje si¢ je za pomocg sigmoid. Typ IV (rozpowszechniony) i V
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(rzadko wystepujacy) stosuje si¢ do adsorbentdéw mezoporowatych. Ostatni VI jest
charakterystyczny dla adsorpcji wielowarstwowej na powierzchni jednorodnej.

Badanie izoterm sorpcyjnych wody ma istotne znaczenie praktyczne. Znajomos$¢
zaleznosci zawarto$ci wody od jej aktywnos$ci jest wazna w procesach przetworstwa,
przechowywania 1 transportu zywnos$ci (Furmaniak 2013). Analiza izoterm umozliwia takze
wyznaczenie wilgotno$ci optymalnej dla przezycia niektdérych organizmoéw. Izoterme
sorpcyjng opisuje wiele modeli, w szczegdlnosci za§ wyrdznia si¢: model Langmuira,

opisujacy sorpcje jednowarstwowg, model BET oraz model Denta.

1.3.1. Izoterma Langmuira

Izoterma sorpcyjna Langmuira (Langmuir 1918) jest pierwszym modelem opisujacym
mechanizm przylaczania i odiaczania molekut wody z powierzchni uktadu adsorbujacego.
Wyprowadzony zostat dla uktadu gaz — cialo stale. Przedstawia jednowarstwowe pokrycie
powierzchni sorbentu. Model ten zaktada istnienie na powierzchni adsorbentéw szczegolnie
aktywnych miejsc zwanych centrami aktywnymi, ktore wigzg molekuty sorbatu. Przyjmuje
si¢, 1z prawdopodobienstwo przytaczenia czastki wody jest takie samo dla kazdego centra
aktywnego oraz czastki juz przylaczone nie wplywaja wzajemnie na siebie. Kazde centrum
moze zaadsorbowaé tylko jedng czastkg, czyli adsorbent pokrywa si¢ warstwa
monomolekularng. Proces adsorpcji ma charakter dynamicznej roéwnowagi pomiedzy
adsorpcja 1 desorpcjg. Zgodnie z tg teorig, w miarg wzrostu cisnienia powicksza si¢ udziat
powierzchni ciata stalego, ktéra pokryta jest czasteczkami adsorbatu. Model Langmuira
poprawnie charakteryzuje wigzanie si¢ wody do powierzchni adsorbujacej dla niskich
wilgotnosci otoczenia (h <0.1).

Stopien pokrycia powierzchni 6, okresla wyrazenie:
0=— 1)

gdzie:

n — liczba moli substancji zaadsorbowanej przez dang mase¢ adsorbentu (liczba zajgtych
centrow adsorpcyjnych),

nm — liczba moli przy ktorej nastepuje zapetnienie wszystkich centrow adsorpcyjnych.

Zgodnie z ta definicja 0 <6< 1.

Szybko$¢ adsorpcji kazdej substancji na wolnych miejscach powierzchni Vags jest

proporcjonalna do liczby jej czasteczek zderzajacych si¢ z powierzchnig adsorbentu, a wiec
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do wartosci jej stezenia (c) w fazie ciektej lub cisnienia (p) w fazie gazowej oraz do utamka

powierzchni adsorbentu nie pokrytej przez adsorbat (1- 6), czyli do wolnej powierzchni
Vo =K(1-6)p @)
k - stata szybkosci reakcji adsorpcji.
Szybkos¢ desorpcji jest zalezna od utamka powierzchni pokrytej przez adsorbat:
Vg, =k'0 ©)
k’ - stata szybkosci reakcji adsorpcji
W stanie rownowagi w warunkach izotermicznych, szybkos$¢ adsorpcji i desorpcji sa rowne.
kL-0)p=k'6 4)
Po prostych przeksztalceniach otrzymujemy zwigzek miedzy stopniem pokrycia powierzchni,

a cisnieniem w postaci:

9: blp (5)
1+bp

gdzie: b, = Ik( - zwany jest wspotczynnikiem adsorpcji.

Rownanie izotermy sorpcyjnej Langmuira wyrazone w jednostkach liczby molekut
wody przypadajacych na miejsce wiazace (y/ym) przedstawia si¢ w postaci:
y _ bh
y., 1l+bh

(6)

To samo rdwnanie wyrazone w jednostkach wzglednego przyrostu masy wody mozna zapisaé
nastgpujaco:

Am _AM bh
m, m, 1+bh

(7)

gdzie: 4m — masa przylaczonych czastek wody, (AM/mg) — masa wody zwigzanej do
wszystkich centr aktywnych wyrazona w jednostkach suchej masy adsorbenta mg, h -

wzgledna wilgotno$¢ otoczenia ukladu.

1.3.2. Model izotermy sorpcyjnej BET

Izoterma Langmuira, dobrze opisuje przypadki chemisorpcji, natomiast w przypadku
adsorpcji fizycznej na ogot zawodzi. W przypadku fizysorpcji dochodzi do tworzenia si¢
warstw wielomolekularnych. Dzieje si¢ tak poniewaz ten sam rodza; sit, jakie odpowiedzialne
sa za adsorpcje fizyczna pierwszej warstwy adsorbatu, dziala réwniez pomiedzy nig a

dalszymi, zblizajacymi si¢ do powierzchni adsorbentu czasteczkami. W 1938 r. Brunauer,
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Emmett 1 Teller opracowali teori¢ adsorpcji wielomolekularnej, zwanej w skrocie teorig BET.
W ten sposob rozszerzyli oni model sorpcji jednowarstwowej Langmuira. Podstawowym
zatozeniem teorii BET jest to, ze powierzchnia jest wielowarstwowa, tzn. kazda warstwa
zaadsorbowanych czasteczek stanowi podtoze, na ktorym adsorbujg si¢ czasteczki drugiej
warstwy, a na niej kolejne. Dla kazdej z warstw stosuje si¢ rOwnanie izotermy sorpcji
Langmuira, a energia pierwszej warstwy jest o wiele wigksza niz kolejnej. Wigzania
czasteczek adsorbatu z adsorbentem sa na tyle silne, aby zaadsorbowane czasteczki nie
przemieszczaly si¢ po powierzchni. Ilos¢ zaadsorbowanych czasteczek adsorbatu zalezy od
ci$nienia jego par. Wraz ze wzrostem cisnienia zmniejsza si¢ ilos¢ wolnych miejsc na
powierzchni adsorbentu i jednoczesnie tworza si¢ kompleksy adsorpcyjne. Parowanie i
kondensacja adsorbatu zachodza na powierzchniach niepokrytych.

Réwnanie BET (Brunauer i in. 1938) ma postac:
p
C —_—
{poj (8)
(P p
1- " 1+(c-1) "
[-a et

Vv jest catkowita objetos$cig zaadsorbowanej wody, Vp jest objetoscig gazu zaadsorbowanego,

V=YV

gdy cata powierzchnia adsorbentu jest pokryta pelng warstwa jednoczasteczkowa, C to stata, p
- ci$nienie, Po to ciSnienie nasycenia gazu.

Dla p<<po rownanie 9 redukuje si¢ do zaleznosci:

_ N7/ . ()
|: :|
0

Roéwnanie izotermy sorpcyjnej BET wyrazone w jednostkach wzglednego przyrostu

V=V

masy wody przedstawia si¢ w postaci:

Am _AM bh | (10)
m, m, @d-h)@+bh-h)

gdzie:
AM masa pierwszej warstwy,
0
b; - wspotczynnik logarytmiczny zwigzany z cieptem adsorpcji,
h -wilgotno$¢ wzgledna.
Do sprawdzania zgodnos$ci danych eksperymentalnych z modelem sorpcji BET uzywa

si¢ wzoru przeksztalconego do zaleznos$ci paraboliczne;:
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h

=A+(C—A)h—Ch2, (11)
Am/m,
gdzie state:
1
A= R (12)
b, ——
mO
b, -1
— . 13
C M (13)
b, ——
mO

State te pozwalaja na wyznaczenie parametréw izotermy BET.
Model izotermy BET poprawnie charakteryzuje wigzanie si¢ wody do powierzchni

adsorbujacej dla wilgotnosci otoczenia h < 0.4.

1.3.3. Model izotermy sorpcyjnej Denta

Model izotermy sorpcyjnej wielowarstwowej zaproponowany przez Denta (Dent
1977) w 1977 roku wyroznia dwa rodzaje miejsc wigzacych wodg. Sg to miejsca pierwotne,
umiejscowione na powierzchni materialu adsorbujgcego oraz wtorne, wigzace wode do
wczesniej zwigzanych molekut wody. W odroznieniu od modelu BET kolejne warstwy
przytaczanych molekul wody nie musza by¢ zapelione, aby mogly pojawiaé si¢ nowe
warstwy. Model ten nie odroznial jednak czastek przylaczonych w drugiej i kolejnych
warstwach.

Jezeli przez Sy oznaczy si¢ liczbe pustych miejsc wigzacych na powierzchni
adsorbenta, przez S; liczbe miejsc z zaadsorbowang jedng molekuta, S, z dwoma itd., to suma
wszystkich miejsc wiazacych na powierzchni adsorbenta wyniesie N. W stanie rGwnowagi
termodynamicznej liczba poszczegdlnych rodzajow miejsc wigzacych w stosunku do ich

sumy jest stata w czasie. Zgodnie z powyzszym mozna zapisa¢ nastgpujacy uktad rownan:

1dS oS 55 g

=C, =
N dt N N
idizcsi_apsil_cosil_,_apsiozo (14a,14b,14C)
N dt N N N N
idizcsi_apsiz_csiz_}_apizo
N dt N N N N

itd.,

w ktorym: ap oznacza szybko$¢ wigzania molekul, takg samg dla wszystkich warstw (a jest

wspotczynnikiem przylaczania, p to ci$nienie atmosferyczne), Co — wspotczynnik odtaczania
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molekut z pierwotnych miejsc wigzacych, C wspotczynnik odtaczania molekut z miejsc

wtornych.
W celu wyznaczenia liczby miejsc wigzacych 1 molekut w zaleznosci od Sy nalezy

przeksztatci¢ poszczegdlne rownania do zaleznosci:

l a
o2 g0 15a
N C, Py (15a)
Si:ii p? 870 , (15b)
N CC, N
S a) a S
NUEPLS 159
N C) C, N
Nastgpnie mozemy uogolnic:
S, (a) " a S
(2] &l 19)
N (C/) C, N

Srednia liczbe molekul mozemy zapisaé:

c_%:oi _a Sy 2 a .
5=§|N_CO pN[1+2( jp+3[cj p +4(cj p +} (17)

Podobnie jak wczesniej korzystajac ze wzoru na sume otrzymuje sig:

M)y

C
Wiedzac, ze:
2, S,
Z oy (19)
i N
rozpisujemy:
=50, ip— 14 2 o+ 32p2+ (20)
N C, N C o
Korzystajac ze wzoru na sume szeregu geometrycznego otrzymuje si¢:
a
(el
S0 = ¢ : (21)
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Podstawiajac rownanie (21) do (18) uzyskujemy zalezno$¢:

: (22)
{ePl{e ek
Przyjmujac h= ;), b, = (?’ b= (g} p, dostajemy wzor na liczb¢ molekut $rednio
0 0
przypadajacych na jedno miejsce wigzace:
5 by (23)

(1-bh)(L+bh —bh)
Roéwnanie izotermy sorpcyjnej Denta wyrazone w jednostkach wzglednego przyrostu masy
wody przedstawia si¢ w postaci:

Am _ AM b.h

: (24)
m, m, (L—bh)L+bh-bh)

gdzie:
AM /mq - masa wody wysycajacej pierwotne miejsca wiazace, wyrazona W jednostkach suchej
masy. Parametr b mozna przedstawic¢ jako

i
S

b:

a
c Po - (25)

h=1]
Oznacza on iloraz liczby miejsc wiazacych, do ktorych jest przytaczonych i+1 molekut do
liczby miejsc wiazacych, do ktorych jest przytaczonych i molekut dla wilgotnosci h=1.
Natomiast odwrotnos¢ by jest liczbg pustych miejsc wigzacych dla wilgotnosci h=1 na
jednostke liczby miejsc wiazacych z przytaczong jedna molekutg wody:

1 S,

bl Sl

_ G

=0 (26)
h=1] ap,

Do testowania zgodno$ci danych doswiadczalnych z modelem Denta uzywa si¢
funkcji parabolicznej:

h

=A+Bh-Ch?, (27)
Am/m,

gdzie A, B, C to wspolczynniki izotermy wyrazone w formie parabolicznej, zwigzane ze

wspotczynnikami sigmoidalnymi:
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(28)

: (29)

_ bb-b?
p, AM
mO

C (30)

Z Kkolei parametry izotermy sorpcyjnej Denta w formie sigmoidalnej na podstawie

wspotczynnikéw parabolicznych przedstawiaja si¢ zgodnie ze wzorami:

A/B?2 +4AC — B

b= 31
A (31)

-/B? + 4AC
b, = — (32)
AM _ 1 (33)

m, /B?+4AC

W przypadku modelu BET parametr b = 1. Natomiast w modelu Langmuira b = 0,

czyli C rowniez wynosi zero, wigc uzyskana zalezno$¢ jest liniowa, a nie

m/m,
paraboliczna jak w pozostatych dwdch przypadkach:
h =A+Bh. (34)
Am/m,

1.4. Elementy magnetycznego rezonansu jadrowego - 0pis
polklasyczny

Magnetyczny Rezonans Jadrowy (NMR, ang. Nuclear Magnetic Resonance)
wykorzystuje oddziatywanie jader o niezerowym spinie z zewnetrznym polem magnetycznym
(statym lub zmiennym). W wyniku relaksacji, czyli powrotu uktadu spinéw jadrowych do
stanu réwnowagi termodynamicznej, rejestruje si¢ promieniowanie elektromagnetyczne,
dzigki ktoremu mozna wnioskowa¢ o dynamice uktadu spindow. W zwiagzku z tym, ze woda

jest podstawowym sktadnikiem uktadéw biologicznych, protonowy rezonans magnetyczny

pozwala na oznaczenie poziomu hydratacji, a takze dynamiki i fazy zawartej wody.
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1.4.1. Moment pedu i moment magnetyczny

Moment pedu Lto iloczyn wektorowy promienia wodzacego I, oraz pedu, P
(Hennel, Kryst-Widzgowska 1995):
L=7xp (35)
Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego obserwuje si¢ dla jader atomowych
posiadajacych wiasny moment pedu L,
W polu magnetycznym o indukcji EE: na jadro posiadajace moment magnetyczny [

dziata moment sity M, (Ejchart, Gryff-Keller 2004):

P

M, = ji X By (36)
W elektrodynamice klasycznej moment magnetyczny L jest zwiazany z momentem
pedu w nastepujacy sposob:
=1L (37)
Wspodtczynnik proporcjonalnosci y nazywamy wspotczynnikiem giromagnetycznym i
jest on rowny:

e
g - 38
7= (38)

p

gdzie gn jest czynnikiem Landego dla jadra, e tadunkiem protonu, a m, masa protonu.
Wszystkie jadra atomowe zloZzone z nieparzystej liczby nukleondéw, posiadaja

niezerowy wlasny moment pgdu (spin jadrowy) oraz niezerowy moment magnetyczny. Rzut

wektora momentu pgdu na wyrdzniony w przestrzeni kierunek, rownoleglty do kierunku

zewngtrznego pola magnetycznego jest skwantowany. Dozwolone wartosci skladowej L w
kierunku osi z w dowolnie wybranym uktadzie wspotrzgdnych mozna zapisa¢ zgodnie z
roéwnaniem:

L, =#Am, (39)
gdzie #Z=h/(2x), natomiast m to magnetyczna liczba kwantowa charakteryzujaca stan wtasny
jadra. Zgodnie z warunkiem kwantowania magnetyczne liczby kwantowe sg zwigzane ze
spinowg liczbg kwantowg jadra I:

m=1,1-11-2,... —I (40)
Spinowa liczba protonu wynosi %2, wigc m = + 2 lub m = -%. Proton wystepuje w dwoch
stanach stacjonarnych i jest dipolem magnetycznym. Spiny jadrowe umieszczone w statym i

jednorodnym zewnetrznym polu magnetycznym By=[0,0,Bg] moga przyjmowaé 2I+1
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wartosci. Kazda z tych orientacji ma inng energi¢ oddzialywania jadrowego momentu

magnetycznego z zewng¢trznym polem magnetycznym.

1.4.2. Energia oddzialywania momentu magnetycznego z zewne¢trznym
polem magnetycznym
Energic oddziatywania jadrowego momentu magnetycznego L z zewnetrznym polem
magnetycznym E[; wyraza si¢ wzorem:
E = —[i°B,. (41)
Najczesciej jako o$ kwantyzacji wybiera si¢ 0§ z kartezjanskiego uktadu wspoétrzednych,

wyznaczong przez wektor pola E[;. Energi¢ oddziatywania mozemy wtedy opisa¢ za pomoca

przeksztatcen:
E=—1,B,=—)1L,B, =—yimB,,, (42)
Réznica energii miedzy dwoma sgsiednimi poziomami energetycznymi wynosi:
AE =—y4B,. (43)

1.4.3. Magnetyzacja jadrowa

W stanie rownowagi termodynamicznej, bez obecnosci zewngtrznego pola
magnetycznego, spiny jadrowe utozone sg przypadkowo, a wypadkowa magnetyzacja wynosi
zero. Jesli probka zostanie umieszczona w zewnetrznym polu magnetycznym nastapi
porzadkowanie momentow magnetycznych tak, ze cze$¢ z nich zorientuje si¢ zgodnie z
kierunkiem wektora indukcji magnetycznej, pozostale za$ przeciwnie. Ustawienie réwnolegle
spinu i momentu magnetycznego protonu wzgledem pola jest korzystniejsze energetycznie
niz ustawienie antyrOwnolegte. W zewnetrznym polu magnetycznym czesciej bedzie
wystepowaé sytuacja, kiedy moment magnetyczny ustawi si¢ w kierunku tego pola, co
oznacza wigksze obsadzenie poziomu o nizszej energii. Namagnesowanie podtuzne powstaje
w  wyniku nieréwnomiernego obsadzenia przez czastke lub jadro standow o spinie
skierowanym zgodnie lub przeciwnie do kierunku oddzialujacego pola magnetycznego.
Roéznice w ilosci obsadzen poszczegolnych poziomoéw energetycznych, opisuje rozkiad

Boltzmanna:

, (44)
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gdzie ks — stala Boltzmanna, a T oznacza temperatur¢ bezwzgledng probki. Stosunek

obsadzen dwoch sgsiednich pozioméw energetycznych N¢ i N¢ o energiach E; i E; dany

jest rownaniem:

—p KT (45)

Stosunek obsadzen sgsiednich poziomow zeemanowskich wynosi:
N By

NL“ —e'el, (46)

m
Swobodny spin jadrowy umieszczony w polu By moze wigc przyjmowac dyskretne
wartosci energii. W temperaturze pokojowej obsadzenia rdznig si¢ jednak nieznacznie i nawet
niewielkie ich réznice prowadza do powstania makroskopowego momentu magnetycznego.

Wypadkowy moment magnetyczny probki makroskopowej przypadajacy na jednostke
objetosci V nazywa si¢ magnetyzacja M
M — zi:l Iui (47)
\Y

W przypadku braku zewngtrznego pola magnetycznego, warto$¢ wektora magnetyzacji jest
rowna 0. Jezeli wystepuje niezerowe zewngtrzne pole magnetyczne o indukcji E[;, to warto$ci
sktadowe magnetyzacji My i My, usredniaja si¢ do zera, natomiast sktadowa M, pozostaje
niezerowa i jest opisana wzorem:

_ DI H, zrln=71 Hz, N,
\Y; Y, '

M, (48)

Magnetyzacja probki w stanie rOwnowagi termodynamicznej jest rownolegta do indukcji

magnetycznej E[;.

1.4.4. Precesja Larmora
Wedtug mechaniki klasycznej, zmiana momentu pedu ciata jest rowna dziatajagcemu
na to ciatlo momentowi sity:
m=dt
dt

Wektor momentu magnetycznego jadra, ktdre jest umieszczone w polu magnetycznym

(49)

—_—

By, zgodnym z wybranym kierunkiem porusza si¢ w tym polu zgodnie z rbwnaniem :

du R
d—‘Ltl:;/,uxBo. (50)
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e

Transformujac to roéwnanie do uktadu wirujacego z czesto$cia kolowa e otrzymuje sig
rébwnanie o nastepujacej postaci:

d—”=yﬁx(éo +9} (51)
dt y

W uktadzie tym moment magnetyczny oddziatuje z polem efektywnym

B, =B, +2 (52)
y

1 precesuje wokot kierunku tego pola. Jesli w uktadzie wirujacym, pole efektywne jest rowne
zeru, to w takim ukladzie odniesienia moment magnetyczny i jest nieruchomy w stosunku do

obserwatora ruchomego. Dzieje si¢ tak wtedy, gdy:

B, =-2, (53)
4
Predkosc¢ katowa tego ruchu nazywa si¢ czgstoscig Larmora (Ryc.14):
@, =—1B,. (54)

Rycina 14. Precesja magnetycznego momentu jadrowego gz obserwowana w laboratoryjnym
uktadzie wspoirzednych, wg Oleszczuk (2006)

1.4.5. Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego

W celu zaobserwowania zjawiska magnetycznego rezonansu jadrowego probke
umieszczong w statym, jednorodnym polu B, poddaje si¢ dziataniu dodatkowego zmiennego
pola magnetycznego o indukcji B,. Pole B, wiruje w plaszczyznie prostopadiej do B, z
czestoscig @ taka, ze dla obserwatora w uktadzie rotujacym jest niezmienne. Gdy czestos¢ tej
fali jest rowna czesto$ci Larmora, nast¢puje absorpcja promieniowania przez uktad spindéw
badanej probki. Rownanie ruchu nalezy uzupetni¢ o dodatkowe pole B, zapisujac (Hausser,

Kalbitzer 1993):
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d’u:yﬁx[BO+@+ Bl} (55)
dt y

W takim uktadzie efektywne pole magnetyczne Bess przyjmuje postac:
2
v

oy

off — éo =+ él' (56)

Precesj¢ wokot pola efektywnego wykonuje wtedy spin lub uktad spinow.
Jezeli czesto§¢ wirowania uktadu jest réwna lub bardzo bliska czesto$ci Larmora,

wtedy jedynym polem widzianym przez moment magnetyczny bedzie pole B,. Moment

magnetyczny bedzie precesowal wokot kierunku pola B, z czesto$cig

o, = 7’81- (57)
Podobnie precesja wektora magnetyzacji bedzie odbywata si¢ wiasnie wokot pola B, co
prowadzi do odchylania wektora od osi z, B;<<B, Wynika z tego, ze za pomocg malego,

zmiennego pola magnetycznego mozemy zmieni¢ orientacje, wzgledem B;, momentu

magnetycznego, ktory precesuje w duzo silniejszym polu, pod warunkiem, ze pole zmienne
B, jest w rezonansie z precesujagcym momentem magnetycznym (Hausser, Kalbitzer 1993).

Dziatanie pola zmiennego ma charakter wybidrczy pod wzgledem rodzaju jader.
Oznacza to, ze jesli ustawimy pole o czestoSci spetniajacej warunek rezonansu dla danych
jader atomowych, to magnetyzacja innych jader znajdujacych si¢ w probce, nie zostanie
odchylona. Wtiasciwo$¢ ta wynika ze znacznych rdéznic wartosci wspoOtczynnika

giromagnetycznego (oraz czegstosci rezonansu) poszczegdlnych rodzajow jader.

1.4.6. Rownania Blocha. Procesy relaksacyjne

Po wytraceniu ze stanu rOwnowagi termodynamicznej, magnetyzacja probki podlega
procesom relaksacyjnym, aby powrdci¢ do stanu rownowagowego. Relaksacje magnetyczng
mozna podzieli¢ na podtuzng 1 poprzeczna.

Relaksacja podtuzna, czyli tzw. spinowo-sieciowa, zwigzana jest z odrostem
sktadowej M, wektora magnetyzacji do wartosci poczatkowej. W jej trakcie mamy do
czynienia z oddawaniem do otoczenia termodynamicznego (w zargonie NMR tzw. ,sieci”
energii uktadu spindw jadrowych zaabsorbowanej podczas pobudzenia uktadu spinowego.
Przyrost wartosci sktadowej M; w czasie jest konsekwencja zwiekszania si¢ liczby spinow

zorientowanych w kierunku pola B,. Parametrem, ktory charakteryzuje relaksacje spinowo-

sieciowg jest czas relaskacji T; - czas powrotu skladowej magnetyzacji réwnoleglej do
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wektora B, do wartosci rownowagowej M. Czas relaksacji Ty zalezy od substancji i np. w
tkankach jego warto$¢ waha si¢ w zakresie od 200 do 2500 ms, natomiast w bardzo czystej
wodzie, wolnej od rozpuszczonego tlenu, w temperaturze 20 °C wynosi 3100 ms (Hennel,
Kryst-Widzgowska 1995).

Relaksacja spinowo-spinowa jest zanikiem poprzecznej sktadowej magnetyzacji
jadrowej My, prostopadtej do wektora indukcji pola magnetycznego B,. W procesie relaksacji
poprzecznej nie zachodzi wymiana energii ukladu z otoczeniem, poniewaz energia uktadu
spindw nie zalezy od wartosci sktadowej prostopadiej magnetyzacji jadrowej (wzor 41). W
wyniku oddziatywania z innymi spinami tracone jest uporzadkowanie uktadu spinéw. Statg
czasowg charakteryzujaca relaksacje spinowo-spinowa jest czas relaksacji poprzecznej T».

Zachowanie wektora magnetyzacji pod wplywem pol magnetycznych B, i B, oraz

procesow relaksacji w uktadzie laboratoryjnym opisuja rownania Blocha (Bloch 1946):

d(';/'tx = (M xB), + '\T": , (58)
dz/t'y — 7V xB), +'\:—2y (59)
dcl\i/ltz = y(M X I§)Z +M°T;1MZ, (60)

gdzie M to magnetyzacja, B - indukcja pola magnetycznego, y — wspotczynnik
giromagnetyczny, T; - czas relaksacji podtuzne;j, T, - czas relaksacji poprzeczne;.
Jesli wektor magnetyzacji jadrowe;j M skierowany jest wzdtuz osi z to iloczyn M X B

= 0. Wtedy rownania Blocha majg postac:

dM, _ M, | (61)
dt T,

SR 62)
dt T,

dMZ:MO—MZ. (63)
dt T,

Rozwigzaniem rownania 62 jest wtedy:
MZ:—exp[—le+Mo+c. (64)
1
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. S . dMx M, .
Natomiast rozwigzaniem rownania " y_ —T—Xy jest
2

T
M, = —exp(—_l_—j +C,. (65)

2

Gdzie c i c; to state calkowania.
Po rozwigzaniu rownan Blocha mozliwe jest obliczenie dynamicznej podatnosci

magnetycznej y zwigzanej z polem B,. Dynamiczna podatno$¢ magnetyczna skiada si¢ z
czesci dyspersyjnej y’, ktora jest zgodna w fazie z polem B, oraz czesci absorpeyjnej x”,

przesunictej w fazie o kat 7/2 wzgledem B,. Po wprowadzeniu statycznej podatno$ci

X, = —21 wspodtczynnika nasycenia S = roOwnania na y’ 1y’ przybierajg postac:

B, 1+7%B, T,T,

(a)O B ZU)TZS (66)

X'= T. :
0L (0 -0) T,7S

S

(- of TS 7

X"= X, T, 1

1.4.6.1. Czas korelacji

Z czasami relaksacji T; i T, zwiazany jest czas korelacji 7. Jest to czas, w ktorym
czastka zmieni swoje potozenie o 1 radian w plaszczyznie lub 1 steradian w przestrzeni. Czas
korelacji opisuje ruchliwo$¢ molekul. Jego wartosci sg duze, gdy czasteczki poruszajg si¢
powoli (np. w cialach stalych) 1 mate jesli czasteczki poruszajg si¢ szybko (np. w cieczach).

Zalezno$¢ czasow relaksacji od czasu korelacji dla pary roznych spindw opisuja rownania:

2
1_1ppn’ ( M j 2 3, 67 (68)
1+( 27l

- +
T, 10 b® \4r o, —w,) 12 1+40it?  1+(0,+w,) 1
1 1 7/127/22h2 Ho i Te 3Tc 6TC 6TC
= T AA 6 | A+ 2 2 22 T 22 1 2_2 ]
T, 20 b Az 1+(o, —w,) 7 1+40it] 1+40;7! 1+ (0 +,) 1
(69)

gdzie b to odleglo$¢ miedzy oddziatujacymi spinami. Jezeli mamy do czynienia z parg

jednakowych spindow y1=y,=y, w1=w2=w powyzsze wzory upraszczaja si¢ do:

i_iy/‘hz Hy ? 2 4r, (70)
T, 20 b® \47) (1+0’c? 1+40°77 )
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2
1—374h2(“°j (3f+ e L 2% ] (72)

T, 20 b°® 47 1+ 0%r? 1+ 40°7?

1.4.7. Kwantowe ujecie magnetycznego rezonansu jadrowego i procesu

relaksacji. Operator gestosci

Zjawiska magnetycznej relaksacji jadrowej opisuje teoria BWRH (Hubbard 1961;
Redfield 1957; Wangsness, Bloch, 1953), w ktorej podstawowag role odgrywa operator
gestosci spinowej. Koncowym wynikiem tej teorii jest wyprowadzenie rownania ruchu dla
sredniego operatora gestosci, opisujacego stan uktadu spinowego z réwnania Liouville’a-von
Neumanna, zastosowanego do catej makroskopowej probki. Punktem wyjsciowym jest
natomiast umowny podzial makroskopowej probki na uktad obserwowany w MRJ, czyli
uktad spinéw jadrowych i na otoczenie termodynamiczne, czyli sie¢ (t¢ traktuje si¢ jako
tazni¢ termiczng o nieskonczenie duzej pojemnosci cieplnej pozostajaca w stanie rownowagi
termodynamicznej). Zmienne sieciowe traktuje si¢ w sposob klasyczny, z kolei rachunek
kwantowo-mechaniczny ogranicza si¢ jedynie do spinow jadrowych. Kwantowo—
mechaniczny stan cze$ci obserwowanej opisuje si¢ w przestrzeni Liouville’a pojedynczego
molekularnego uktadu spinowego.

Teoria BWRH do opisu zmiennych spinowych stosuje zredukowany operator gestosci

G (t), ktory jest $ladem operatora g(t) po zmiennych sieciowych f:

&(t)=Tr, (A(t)) (72)
Zredukowany operator gestosci przy warunkach normalizacji

Tré=1 (73)
spetnia rownanie Liouville’a-von Neumanna

d‘;t(t) =-i[R, (1)} (74)

Pozwala on wyznaczy¢ warto$¢ oczekiwang dowolnego operatora obserwabli (@) (¢):
Qb)=Tr(Qs(v) (75)
Niech H bedzie hamiltonianem spinowym opisanym zaleznoscia:
H=H,+H (76)
sktadajaca sie z czesci statycznej Hy (niezaleznej od czasu) oraz z czeéci H' zaleznej od

A A

czasu. Dla statycznego oddziatywania zeemanowskiego, jesli ,H,=-wo,l, przejscie do
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reprezentacji oddzialywania wigze sie z transformacja do uktadu wirujacego wokoét osi z z
czgstoscig rowng wy = y B!

X =gt Xg Mt (77)
Przejscie to powoduje, ze prawa strona rownania Liouville’a-von Neumanna upraszcza si¢ do
dwoch pierwszych iteracji. Jesli nie wystepuje korelacja miedzy operatorami § oraz H', a

czasy korelacji sg krotkie, otrzymuje sig:

do ~ ~ = [~ ~
4 = (AE)-AG)=-T-(6-5,), (78)
oraz.
d : ~
d—T:—I[HO,a]—F-(O'—O'O) , (79)
gdzie:
o~ 1 +oo /[ T
A(a):F-a:EI_OO([H O [A @t +1)o]hde (80)
natomiast o, jest warto$cig operatora &w stanie rOwnowagi termodynamiczne;j:
HO
g KT
0= —x, (81)
Tre ¥

Dla wartosci oczekiwanych <Q> dowolnego operatora spinowego @ czasy relaksacji Tq

wyraza si¢ nastepujaco (Blicharski i in. 1994):
1o Ao At o) pr -

A

To 27r(Q-Q")
Warto$ci oczekiwane <Q> spetniaja réwnanie Blocha:

4Q) __(9)-(Qy) )
dt T,

W celu otrzymania wzordéw na czasy relaksacji podtuznej Ty i poprzecznej T, nalezy przyjacé
Q =1loraz@ = (I, +1.)/2, gdzie I, =1, t il dla sktadowych magnetyzacji:
Mzzyh<lz>i szyh<lx>. (84)
Po przejsciu do operatorowej przestrzeni Liouville’a o wymiarze n? (gdzie n to wymiar
przestrzeni Hliberta) zredukowany operator gestosci @(t) mozna przedstawi¢ za pomocg

rozwini¢cia Fano (Rose 1957; Wigner 1959), czyli jako liniowa kombinacje tensorow

kulistych:
ot)=XV ¢, ()T, (85)
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T; = Ty [fl, f\} to ortonormalne spinowe tensory kuliste, ¢j - wspotczynniki kombinacji
liniowej. Tensory T; zbudowane ze sktadowych dowolnego wektora a uzyskiwane sa w

procesie polaryzacji sferycznych harmonik (Edmonds 1957):
TLM (é:l’ ce é:I ): z\¢L1_[II<_:l(é:k ’ V){rLCLM (9’ ¢)}’ (86)
gdzie ®; jest czynnikiem normalizacyjnym, C,, (8, @) to funkcje Racah’a. W przestrzeni

Liouville’a warto$ci oczekiwane tensorow kulistych wyrazone sg nastepujaco:
(T)0)=(T,lot) =Tr(T; o (t))=c, (t). 87)

Roéwnania 79 oraz 85-87 prowadzg do:

W) s am)-srfm)-m),) e
gdzie Ay jest macierza dynamiki spinowej dang przez:
A =TTr{T [T Ao ] (89)
a Ry macierz relaksacji:
R, :%:%JizTr{[Tji,ﬁ(t)][Tk,ﬁ(tH)]*}dr. (90)

1.4.8. Hamiltonian jadra
Pelny Hamiltonian jadra przedstawia si¢ nastepujaco:
ﬁ:ﬁz+ﬁSK+ﬁcs+ﬁD+ﬁQ, (91)
gdzie kolejne wyrazy opisuja: oddzialywanie Zeemana, hamiltonian oddzialywan posrednich
(sprzezenie spinowo-spinowo), hamiltonian przesunigcia chemicznego, hamiltonian
oddziatywan bezposrednich (sprzezenie dipol-dipol) oraz hamiltonian oddziatywan
kwadrupolowych. Najistotniejsza role w ukladach biologicznych w procesie relaksacji
odgrywa oddziatywanie dipolowe dla jader o spinie I=1/2 oraz oddzialywanie kwadrupolowe
dla jader o spinie [>=1.

W ciatach statych szczego6lng role odgrywa oddziatywanie dipolowe. W probkach
polikrystalicznych lub amorficznych mamy do czynienia ze sprz¢zeniem dipolowym zar6wno
pomiedzy sasiednimi jadrami, ale takze z jadrami z sagsiednich czasteczek. Oddziatywanie to
nie ma z kolei wigkszego znaczenia w cieczach, poniewaz w wyniku ruchéw Browna
(powodujacych szybka reorientacje czasteczek) lokalne pola magnetyczne zostajg usrednione
do zera i oddziatywanie dipolowe zanika. W niektérych uktadach biologicznych obserwuje

si¢ poszerzenie linii rezonansowej, za$ np. w ptynach tkankowych linie s3 waskie.
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Oddziatywanie dipolowe ma najwigksze znaczenie dla protonowego MRJ z powodu
wysokiej koncentracji protonow w badanych prébkach oraz duzego momentu magnetycznego

jader "H. Hamiltonian oddziatywania dipolowego Hp zapisuje sie jako:
Hp :Zi>jdij[ﬂ-fj —S(Ti -ﬁj)(rj ru)] (92)
_ iV jh

3 1
47z'rij

d.

ij

(93)

gdzie djj jest stala oddziatywania dipolowego, ¥; i ¥; sa czynnikami Zyromagnetycznymi
dwoch roznych spinow i oraz I;, a - ¥;; jest wersorem wektora Fij o0 kierunku wyznaczonym
przez prosta, na ktorej lezg spiny i oraz j i zwrocie od spinu i do spinu j.

W przypadku braku rownowaznosci chemicznej rozwazanej pary oddziatujacych
spindw, oprocz oddziatywania dipolowego, nalezy uwzgledni¢ rowniez posrednie
oddziatywanie skalarne poprzez powloki elektronowe (Abragam 1961). Hamiltonian tego

oddziatywania Hg mozna zapisac jako:

HSK:ZKj Aijri'rj’ (94)
gdzie Ajj jest statg sprzezenia skalarnego. W obecnosci szybkiej wymiany chemicznej, stala
sprz¢zenia staje si¢ funkcja czasu i przyjmuje wartos¢ 0 lub Aj. W takim przypadku
hamiltonian oddziatywania skalarnego mozna roztozy¢ na czg$¢ statyczng oraz czg$¢ zalezng
od czasu.

W przypadku jader o spinie wigkszym niz 1/2 elektryczny jadrowy moment
kwadrupolowy jest niezerowy. W rozwazaniach nalezy wtedy uwzgledni¢ oddziatywanie
kwadrupolowe. Jadrowy moment kwadrupolowy jest wielkos$cia, ktora opisuje deformacje
tadunku jadra od symetrii sferycznej. Moment ten oddziatuje z gradientem pola elektrycznego
(EFG) wygenerowanym przez anizotropowy rozktad tadunku w jadrze. Takie oddziatywanie
prowadzi do powstania tzw. rozszczepienia kwadrupolowego, obserwowanego w widmie
rotacyjnym.

Gradient pola elektrycznego, wywotany zewngtrznymi (wzglgdem jadra) fadunkami,
po ustaleniu $rodka uktadu wspoirzgdnych w miejscu jadra mozna wyznaczy¢ ze wzoru:

AY
*orer,

(95)

gdzie V jest potencjalem elektrostatycznym. Poprzez diagonalizacje¢ otrzymujemy jego postac
charakteryzowang trzema sktadowymi diagonalnymi, ktére spetniajg réwnanie Laplace’a:
)y V. =0. (96)

i=x,y,z Vii
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Ogranicza to liczbg parametrow opisujacych gradient do dwoch. Zazwyczaj wybiera si¢

eq=V,, 97)
jako maksymalng warto$¢ gradientu (e jest fadunkiem elementarnym, a ¢ tadunkiem jadra)
oraz tzw. parametr asymetrii 1:

Vy =V, V-V

= == ¥ 98
(VI ERYA (48)
Parametr asymetrii dobiera si¢ tak, by 0 = n = 1. Energia oddziatywania jest rOwna:
1
EQ :gzi,j=x,y,zvijQij ' (99)
Hamiltonian opisujacy omawiane oddzialywanie wyraza si¢ wzorem (Suits 2006):
equ 2 2 2 2
=———= Bl =1°+7ll, —17) 100

1.4.9. Teoretyczne podstawy pomiarow MRJ w domenie czasu i w domenie
czestosci
1.4.9.1. Wytworzenie wirujacego pola magnetycznego

Dzigki zestawieniu ze sobg dwoch prostopadlych do siebie cewek, przez ktére ptynie
prad o czgstotliwosci v=w/(2x), w drugiej cewce przesuniety o 7/2 mozliwe jest wytworzenie
wirujagcego pola magnetycznego. W praktyce stosuje si¢ jedng cewke i podaje do niej
sinusoidalnie zmienng sil¢ elektromotoryczng, co skutkuje wytworzeniem pola oscylujacego,
ktore mozna roztozy¢ na dwie sktadowe wirujace z czesto$cig @ W przeciwnych kierunkach, o
takich samych wartosciach indukcji B,. Wypadkowe pole dane jest wzorem:

B, = 2B, sin(wt). (101)

Tylko pole wirujace z predkoscia Larmorowska bedzie widziane w uktadzie wirujagcym, jako
prostopadte do B, mogace spowodowaé obrot magnetyzacji. Pole antylarmorowskie
natomiast (sktadowa o czestosci -m) moze zosta¢ zaniedbane, gdyz tylko nieznacznie odchyla

pole B, .

1.4.9.2. Sygnal zaniku swobodnej precesji
Po przytozeniu do probki znajdujacej si¢ w zewnetrznym, statym polu magnetycznym

B, impulsu /2, wypadkowy wektor magnetyzacji zostanie obrocony o kat 90° wokot osi

prostopadtej do kierunku zewnetrznego pola magnetycznego B,. Rejestracja sygnatu MRJ
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polega na detekcji sity elektromotorycznej wyindukowanej w cewce nadawczo—odbiorczej
przez magnetyzacje jadrowa wirujaca w plaszczyznie XY, w ktorej znajduje si¢ cewka
odbiorcza. Zaraz po obroceniu wszystkie sktadowe magnetyzacji precesuja zgodnie, z t3 samg
fazg na plaszczyznie poprzecznej XY. Indukujg wtedy sygnal. Wskutek niejednorodnosci pola
B, niektore sktadowe wysuwajg si¢ do przodu, a inne opdzniaja w ruchu precesyjnym (tzw.
zjawisko rozwinigcia w wachlarz). Ich wypadkowa maleje w czasie krotszym niz czas
relaksacji poprzecznej, T,. Po pewnym czasie skladowe magnetyzacji rozktadajg si¢
roéwnomiernie we wszystkich kierunkach na ptaszczyznie XY i ich wypadkowa rowna si¢ zeru,
a sygnal zanika (Hennel, Kryst-Widzgowska 1995). W wyniku zjawiska relaksacji i
niejednorodnosci zewnetrznego pola magnetycznego wektor magnetyzacji powraca wigc do
stanu roOwnowagi, jego skladowa Mxy ulega zmniejszeniu, a indukowana w cewce sila

elektromotoryczna maleje.

a) b)

Rycina 15. Powstawanie sygnatu swobodnej precesji: a) zadziatanie impulsu 7/2,
b) tzw. ,, rozwijanie magnetyzacji w wachlarz”

Sita elektromotoryczna indukowana w cewce odbiorczej pod wptywem zmieniajace;j
si¢ w czasie poprzecznej skladowej magnetyzacji nazywa si¢ sygnalem zaniku swobodnej
precesji (FID = free induction decay). Zanik swobodnej preces;ji jest transformatg Fouriera
widma MRIJ. Amplituda sygnatu jest proporcjonalna do liczby jader rezonansowych w
probee. Jezeli pole B, jest jednorodne, to czas zaniku swobodnej precesji jest rtowny czasowi

relaksacji spinowo-spinowej, T,. Natomiast w przypadku rzeczywistym, o zaniku swobodnej
precesji decyduje gtownie niejednorodnos¢ pola I§l, czas zniku oznacza si¢ symbolem Ty*.
Niejednorodnosci pola B, stanowia czynnik przyspieszajacy, czas To* jest zwykle znacznie
krotszy od T,. Zalezno$¢ t¢ mozna opisac:
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11,75 (102)
T, T, 2

gdzie 4By jest miara niejednorodnosci pola, a g jest czynnikiem giromagnetycznym jadra.

W prébkach uktadéw biologicznych o niskiej hydratacji sygnat zaniku swobodnej
precesji dla protonéw jest sumg sktadowych pochodzacych od frakcji statej 1 frakeji ciekle;.
W prébkach cieczowych molekuly poruszaja sie szybko, warto$¢ pol lokalnych usrednia sie, a
linia rezonansowa jest waska — opisana jest funkcja Lorentza. Zanik swobodnej precesji FID
opisany jest wtedy funkcja eksponencjalng. W ciatach stalych ruch molekut jest znacznie
wolniejszy, pola lokalne nie ulegaja usrednieniu, dlatego linia absorpcji jest szeroka.
Wzbudzenie wystgpuje w wigkszym zakresie czgstosci.

W prébkach, w ktorych sygnat pochodzi zaré6wno od ciata statego, jak i od cieczy
rejestrowany sygnat FID bedzie sumg (Derbyshire 1 in. 2004):

F(t)= fsFs(t)+ f_ F_(t) (103)
gdzie Fs(t) to sygnal pochodzacy od frakcji statej sygnatu FID, natomiast Fi(t) to sygnat
pochodzacy od protonéw mobilnych, fs i f, to wspotczynniki, bedace miarg udziatu
skladowej stalej oraz sktadowej cieczowej w sygnale. Schemat sygnatu FID wraz z widmem
MRJ pochodzacym z uktadu dajacego sygnat ciala statego oraz cieczy, przedstawiony zostat
na Rycinie 16.

Relaksacja
_szybsza

F

wolniejsza | «——
e

e

Domena czasu Domena czestosci

AL

Sygnat od ciata statego Sygnat od cieczy

Rycina 16. Zestawienie zanikow swobodnej precesji oraz widm NMR pochodzacych od
probki zawierajacej zarowno frakcje stata, jak i frakcje cieczowa (Derbyshire 1 inni, 2004)

66



1.4.9.3. Transformacja Fouriera

Sygnat zaniku swobodnej precesji FID jest obserwowany w domenie czasu. Dzigki
przejsciu do domeny czestotliwosci, za pomoca transformacji Fouriera, mozemy uzyskaé
informacje o czestoSciach o fali elektromagnetycznej, ktora jest pochlaniana w czasie

zjawiska magnetycznego rezonansu jagdrowego oraz emitowana podczas relaksacji jadrowe;j.
Majac funkcje czasu F(t), taka, ze istniejg catki: _I":: F(t)dt oraz _I:: |F(t)|*dt

za pomocg transformacji Fouriera mozemy uzyska¢ funkcje f(w) w nastepujacy sposob

(Hennel 1966):
f(w)= 1 “ F(t)exp(~iat)dt. (104)
2

Z kolei majac funkcje f{w) mozna dosta¢ funkcje F(t) stosujac odwrotng transformacje

Fouriera:
F(t)zziff;  (w)expliat)dt (105)
T

W technice impulsowego magnetycznego rezonansu jadrowego w celu wzbudzenia
spinow, stosuje si¢ krotkie pola impulsowe o czgstotliwosci radiowej (rf). Impulsy te, nie s
monochromatyczne, lecz polegaja na wygenerowaniu fal elektromagnetycznych o
czestotliwosciach z zakresu zblizonego do czgstotliwos$ci rezonansowej ®. Skrocenie czasu
trwania impulsu powoduje, ze szeroko$¢ tego przedzialu czesto$ci poszerza si¢ (Hausser ,
Kalbitzer 1993).

Przez dzialanie bardzo krotkiego impulsu, czyli o duzej szerokosci spektralne;j,
chcemy wuzyska¢ réwnomierne wzbudzenie calej szeroko$ci obserwowanego pasma.
Rejestrowany zanik swobodnej procesji bedzie wtedy zlozeniem wielu roznych funkcji, a nie
tylko pojedynczg funkcjg eksponencjalng (Hausser, Kalbitzer, 1993). Jesli mamy do czynienia
z uktadem biologicznym o niskiej hydratacji, sygnat FID jest sumg sygnatu pochodzacego od

frakcji statej oraz frakcji cieczowe;.

1.4.9.4. Skladowa zaniku swobodnej precesji pochodzaca od spinéw fazy stalej
Jesli zatozy sig, ze hamiltonian jest sumg tak duzej liczby oddzialywan dipolowych, ze
prowadzi do szerokiej linii z bardzo skomplikowang struktura, sktadowsa stalg funkcji zaniku

swobodnej precesji, Fs, warto rozwing¢ w szereg momentow statystycznych linii MRJ:

(-1t 1 M,t? . Mt Mt°

F)=2 M, 2ny 2 Al 6l

o, (106)
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gdzie My, oznacza kolejne parzyste momenty linii rezonansowej. Momenty nieparzyste

wynosza zero (Abragam 1961).

1.4.9.5. Zastosowanie funkcji Gaussa w analizie widma NMR oraz FID

Pola lokalne w ciele statym nie usredniajg si¢ do zera. Jadra, ktore wchodzg w sktad
badanej probki oddziatujg zaréwno z zewnetrznym, statym polem magnetycznym o indukcji
Bo, jak 1 z lokalnymi polami wytwarzanymi przez sasiadujace jadra. W zalezno$ci od tego
jakie jadra sgsiaduja z jadrem rezonansowym, takie bedzie lokalne pole. W przypadku
substancji amorficznej rozktad pol lokalnych, a przez to rowniez czestosci rezonansowych,
jest przypadkowy i dobrze opisany funkcja Gaussa:

f(a))ocexp[— ”J (107)
20

gdzie jest o stala.

Transformacja Fouriera funkcji Gaussa jest rowniez funkcja Gaussa:

F(t)o exp(— ot j (108)

2

Sktadowa =zaniku swobodnej precesji pochodzaca od ciata stalego moze by¢
opisywana wlasnie krzywa gaussowska. Model ten wielokrotnie zostal juz wykorzystany do
opisu uktadow biologicznych, takich jak plechy grzybow zlichenizowanych (Haranczyk 1 in.
2009), DNA (Haranczyk i in. 2012a), czy dentyny (Funduk i in. 1986).

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

2 n,2n
F.(t)=exp| - t =exp| — Mt =exp _at :Z"ioaznﬁ ., (109)
Too 2 2 0% hipn

gdzie M, to drugi moment statystyczny, przedstawiany jako:

2
|v|2=a2=T—, (110)

2G

natomiast T, to efektywny czas relaksacji poprzecznej, zwykle oznaczany przez T;. Sygnat

zaniku swobodnej precesji, Fs, moze by¢ opisany sumg wigkszej liczby funkcji Gaussa:

Fs(t)=2iN15ie[Ti‘J , (111)

gdzie S;j sa amplitudami sktadowych statych, a T;; mierzonymi czasami relaksacji spin—spin.
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1.4.9.6. Model funkcji Abragama

Sygnat zaniku swobodnej precesji pochodzacy od matrycy statej dla niektérych probek
zawierajacych protony o matej ruchliwosci, w uktadach krystalicznych badz w fazie szklistej,
lepiej opisuje tzw. funkcja Abragama (Abragam 1961, Dries van Den i in. 1998). W domenie

czasu jest ona iloczynem funkcji Gaussa i funkcji sinkus:

a’t® \sinbt
F.(t)=exp| — T 112
) p[ > j o (112)
Rozwinigcie funkcji w Abragama w szereg momentow przedstawia si¢ nastepujaco:
2 4
Et)=1-(a?+ 102 | i 3at v 2872+ 1pt | (113)
3 )2 5 )4
gdzie drugi i czwarty moment sg roéwne:
MZ:a2+%b2, (114)
M, =3a* +2a%? +%b4. (115)

Funkcja Abragama byta z powodzeniem uzywana do opisu sygnatu MRJ w domenie czasu dla
wielu uktadéw biologicznych np. w kompleksie CTMA - DNA (Haranczyk i in.2012a) czy w
niektorych porostach antarktycznych (Haranczyk i in. 2012c¢). Sygnat FID opisywany funkcja

Abragama oraz odpowiadajace mu widmo MRIJ przedstawiony zostat na Rycinie 18.

1.4.9.7. Dublet Pake’a

Dla jader o spinie I = 1/2 tylko dwa rzuty spindw na o$ kwantyzacji sa dozwolone. Kat

migdzy wektorem taczacym dipole T a wektorem indukcji zewnetrznego pola Eu wyraza si¢

jako 8. Energi¢ oddziatywania dipolowego mozna zapisa¢ jako:

E, :mlmzl‘:—””2 h*(1-3cos’ 0)=mm,J, (116)
TT

r3
gdzie r to odlegtos¢ miedzy oddziatujacymi spinami.

Korzystajac z powyzszego wzoru zalezne od orientacji rozszczepienie dipolowe mozna

przedstawi¢ jako:
J, =D(1-3cos?6), (117)
gdzie
D = 20 1472 52 (118)
dr r

jest niezalezng od pola magnetycznego statg sprzezenia dipolowego.
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Dla probki monokrystalicznej, zawierajacej odizolowane pary jader, ze wzoru 116
mozna wywnioskowaé, ze widmo bedzie zlozone z dwodch linii rozdzielonych na odleglosé
rzegdu D, zalezng od orientacji krysztalu wzgledem pola zewnetrznego. W probce
polikrystalicznego proszku, dozwolone sg wszystkie warto$ci kata @, przez co widoczny jest
tzw. dublet Pake’a (Pake 1948), czyli superpozycja wszystkich linii polozonych w zakresie
dozwolonym przez warto$ci wyrazenia (1 — 3ces®8). W przypadku takiej probki,
rejestrowany sygnat jest zdominowany przez oddziatywanie dipolowo-dipolowe migdzy
dwoma najblizszymi spinami, poszerzony oddzialywaniem ze spinami dalszymi. Widmo
przedstawiajace dublet Pake’a P(w) bedzie sumg dwoch sktadnikow Pi(w) oraz Pa(w),

odpowiadajgcym dwom stanom spinowym sgsiada (Derbyshire i in. 2004):

P(w)=P(0)+P,(e), (119)
gdzie:
F’l(a)):(lL+wJ_2 a)e(—lL, Lj
2 2 (120)
P (@)=0 a)e[—%L,Lj
oraz.
F’Z(a)):(lL—wj_2 a)e(—L,le
2 2 ) (121)
P,(@)=0 a)e(—L,%Lj

Parametr L okresla maksymalne rozszczepienie. W wyniku heterojadrowego sprze¢zenia
dipolowego odlegto§¢ pomiedzy maksimami w dublecie jest réwna stalej sprzezenia
dipolowego D (Rys. 17) (Laws, Bitter, Jerschow 2002). Wierzchotki dubletu Pake’a
odpowiadaja sytuacji, kiedy wektor 7 jest prostopadty (6 = 90°) oraz rownolegly (6 = 0) do
wektora zewngtrznego pola magnetycznego ED. Jesli wektor 7 jest zorientowany pod katem 6

= 54,7° do wektora Eu sprzgzenie dipolowe jest rowne zero 1 nie ma wptywu na czgstotliwos¢

rezonansowg (Laws, Bitter, Jerschow 2002). W przypadku homonuklearnym piki w dublecie

. ,, 3
s rozszczepione na odlegtosé - D.
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Rycina 17. Dipolowy dublet Pake’a dla pary spindw oddziatujacych w polikrystaliczne;j
probee proszkowej. a) W wyniku heterojadrowego sprzg¢zenia dipolowego odlegtos¢
pomiedzy maksimami w dublecie jest rGwna statej sprzezenia dipolowego d. b)Wierzchotki
dubletu Pake’a odpowiadaja sytuaciji, kiedy wektor 7 jest prostopadty (6 = 90°) oraz
rownolegly (60 = 0) do wektora zewnetrznego pola magnetycznego Eﬂ.. Jesli kat 6 = 54,7°
sprzgzenie dipolowe jest rowne zero; wg Laws 1 in. (2002)

Uwzgledniajac poszerzenie wynikajace z oddzialywania z bardziej odleglymi jadrami, sygnat
zaniku swobodnej precesji mozna policzy¢ korzystajac z transformacji Fouriera (Derbyshire i

in. 2004):

Fp@)::expﬁ—-azzjfﬁ P(w)exp(- ot)do (122)

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

Pake’a z odpowiadajagcym mu sygnatem FID przedstawiono na Rycinie 18.

71



NMR line Free-induction

shape decay (FID)
Pake —
doublet L ET \
R —
N
_’ —’
® t
Sinc
e\ FT function
2b N
., o
@ t

Rycina 18. Widoczny na widmie NMR dublet Pake'a. Ponizej widoczny sygnat FID
opisywany funkcja Abragama oraz jego transformacja Fouriera do domeny czgstosci —
funkcja ,.kapeluszowa” (Derbyshire i inni, 2004)

1.4.9.8. Zastosowanie funkcji Lorentza w analizie widma NMR
W probkach cieczowych, szybkie ruchy molekularne powoduja usrednienie pol

lokalnych. Skutkiem tego linia rezonansowa ma ksztatt funkcji Lorentza:

flo)=—2Quz (123)

(Alez +(Aw)

2
gdzie Awip to szerokos¢ potdéwkowa linii rezonansowej, natomiast dw =wy-w. Zwigzek
miedzy szerokos$cig potdéwkowa linii rezonansowej, a czasem relaksacji poprzecznej T, ma
postac:
1
Aoy, =—. (124)
T2

Poniewaz linie rezonansowe sg poszerzone wskutek niejednorodnosei pola B, jako

miare szeroko$ci poldwkowej stosujemy efektywny czas relaksacji poprzecznej Ty :

1

1 125
s (125)

Awy, =

Transformacja Fouriera funkcji Lorentza jest funkcja eksponencjalng. Dlatego tez sygnat

zaniku swobodnej precesji, FID, pochodzacy od cieczy jest funkcja zanikajaca
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eksponencjalnie. W przypadku sygnatu pochodzacego z N r6znych poduktadéw cieczowych

sygnal zaniku swobodnej precesji mozna przedstawi¢ nastepujaco:

Ft)=2", L, exp(— Tt* ] (126)

2Lj
gdzie N jest liczba roznych sktadowych cieczowych, L;j ich amplitudami, a TJ; ich

efektywnymi czasami relaksacji poprzecznej.

2. Material i metody

2.1. Material

Badania przeprowadzono na larwach Polypedilum vanderplanki Hinton, 1951,
gatunku muchowki z rodziny Chironomidae (Insecta: Diptera: Nematocera) nazwanej po
polsku ochotka afrykanska. Larwy tych ochotek zostaty zebrane przez profesora Takashiego
Okude (National Institute of Agrobiological Science w Sukubie, Japonia) w Nigerii w 2000
roku, w poblizu stanowisk po raz pierwszy odkrytych dla nauki przez Hintona (Hinton
1951). Nastepnie, zostaly one przetransportowane do laboratorium w Japonii, gdzie je
hodowano w warunkach zblizonych do naturalnych (Watanabe 1 in. 2002). Larwy w stanie
anhydrobiozy zostaly nam przez prof. Okud¢ przestane w probdéwkach (ependorfkach) w
szczelnie zamknigtym pojemniku z silica zelem w celu zapobiezenia niekontrolowane;j
rehydratacji. Pojemnik ten otwierano jedynie w przypadku pobierania larw do badan, po czym

go zaraz zamykano.

2.2. Metody

2.2.1. Pomiary grawimetryczne i suchej masy
Pomiary grawimetryczne przeprowadzono przy uzyciu wagi laboratoryjnej RADWAG

WAX 110 z doktadnoscig skali 0,00001g w temperaturze pokojowej (22 st. C).

W celu wyznaczenia suchej masy, probki poddano prazeniu w temperaturze 70 °C przez
72 godziny. Temperature t¢ przyjeto jako odnosnik w pomiarach, poniewaz jest ona
stosowana do okreslania suchej masy innych uktadow biologicznych, jak np. plechy porostow

1 pozwala unikng¢ rozktadu niektdrych organicznych sktadnikow plechy (Gaff, 1977).
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2.2.2. \WWyznaczanie poziomu uwodnienia, kinetyka hydratacji i
dehydratacji, izoterma sorpcyjna
Do wyznaczenia poziomu uwodnienia larw postuzyly wartosci suchych mas probek,
zgodnie ze wzorem:
Am _m, —m,
mO mO

, (127)

gdzie mq to sucha masa, a m, to masa probki.

Pomiary tras hydratacyjnych zostaty przeprowadzone z fazy gazowej, w temperaturze
pokojowej, w eksykatorach zawierajacych substancje zmieniajgce ci$nienie (kwasem
fosforowym, przesyconymi roztworami soli oraz nad powierzchnig wody destylowanej) pary
wodnej nad ich powierzchnig (Tab. 2). Taki sposéb uwadniania pozwala fatwo wytworzy¢ i
utrzyma¢ odpowiednie warunki wilgotnosci, a wrazliwo$¢ na zmiany temperatury jest
niewielka. Wytworzenie stabilnej wilgotno$ci atmosfery zalezy od ukladu obejmujacego
czystos¢ wody i uzytych substancji chemicznych. Niewielkie zanieczyszczenie wody lub
roztwordw soli 1 kwaséw moze wptyna¢ na proces oraz kinetyke hydratacji (Barbosa-Cénovas
1 in. 2008). Przyrosty masy byly okreslane poprzez wazenie probek na wymienionej juz

wczesniej wadze elektronicznej RADWAG WAX 110.
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Tabela 2. Substancje wykorzystywane do uzyskiwania odpowiednich wilgotno$ci wzglednych
w trakcie hydratacji z fazy gazowej

Wzor zwigzku Wilgotmost
wzgledna (RH%)

zel krzemionkowy 0%

H3PO,4-1/2H,0 9%
KC,H;0; 23%
CaCly-6 H,O 32%
K2CO3 44%
NH4NO; 63%,
Na;SO3-5H,0 76%
K2CrO4 88%
Na,SO4-10H,0 93%
K2SO4 97%
H.O 100%

Jeden cykl pomiarowy trwal $rednio 140 godzin. Przeprowadzono dwa cykle pomiarowe dla

larw wysuszonych oraz dla serii, ktora nie przeszia pomys$lnie w stan anhydrobiozy.

2.2.3. Pomiary magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
Larwy umieszczanow specjalnych probéwce NMR o $rednicy 5 mm. Uwadnianie
zachodzito w otwartych probowkach w eksykatorze o wilgotnosci wzglednej 100%. Na czas

pomiaru probowki zaklejano parafilmem w celu zminimalizowania efektu wysychania.

Relaksometria
Pomiary relaksacyjne dla protonéw wykonano spektrometrem impulsowym WNS

HB65 (Ryc. 19) firmy Waterloo NMR Spetrometers, Waterloo, Ontario, Kanada.
Czestotliwos$¢ rezonansowa zastosowana do pomiarow wynosita 30 MHz, dla pola

magnetycznego o wartosci indukcji Bo okoto 0,7 T. Dlugo$¢ impulsu n/2 byta réwna 1.5 ps,

przy mocy impulsu 400 W. Czas repetycji wynosit 2.003 s, a czas martwy spektrometru byt

rowny 9.8 ps. Wynik pomiaru byt usrednieniem 1000 akwizycji 1 trwat 34 minuty. Kazda
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seria pomiarowa sktadata sie ze 120 punktéw pomiarowych (9.8 — 1430 us), podzielonych na
trzy grupy:

(1) 9.8 — 25 ps , 40 punktdéw, z odstgpem czasowym 0.4 s,

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

(iii) 225 — 1430, 40 punktéw, z odstepem czasowym 30 ps.

Pomiary byly przeprowadzane w temperaturze pokojowej. Probki uwadniano z fazy gazowe;.
Do projektowania impulséw stuzyl komputer typu IBM-PC, pracujacy w systemie
operacyjnym DOS. Postugiwano si¢ programem TEX dostarczonym przez producenta
spektrometru. Zaimplementowana sekwencja przekazywana byta do programatora impulséw,
ktory generowat schodkowy sygnal elektryczny o amplitudzie 5 V i zadanym czasie trwania.
W czasie nadawania impulsu z generatora w module K1otrzymywany jest sinusoidalny sygnat
o czestotliwosci 10 MHz, ktéry po dostarczeniu do powielacza czestotliwosci modulowany
jest do sygnatu o czestotliwosci 80 MHz. Nastepnie, sygnat ten zostaje doprowadzany do
segmentu K2, gdzie jest rozdzielany do czterech mieszaczy i modulowany amplitudowo
impulsami prostokatnymi wytwarzanymi przez programator impulsow. Dalej impulsy
wysokiej czestosci pochodzace z modutu K3 sg mieszane z sygnatlem o czestotliwosci 110
MHz, z bloku K5. Po przejsciu przez filtr dolnoprzepustowy powstaje sygnat 30 MHz, ktory
jest wzmacniany 1 przesylany do glowicy pomiarowej (Probehead) bedacej elementem
taczacym tor nadawczy i1 odbiorczy. Glowica, umieszczona migdzy nabiegunnikami
elektromagnesu wytwarzajacego pole By stanowi uktad LC, w ktorego cewce umieszcza si¢
probke. Dostraja sie ja do czestotliwosci rezonansowej za pomoca kondensatora o zmiennej
pojemnosci. Sygnal sity elektromotorycznej indukowanej przez magnetyzacje jadrowsa
wirujaca z czestoscia larmorowska z glowicy pomiarowej, po wzmocnieniu W
przedwzmacniaczu, trafia do modutu K7, gdzie jest mieszany z sygnatem o czgstotliwosci
110 MHz. Za pomoca filtra pasmowoprzepustowego zostaje wyodrgbniony sygnat o
czestotliwosci 80 MHz, ktory jest dalej wzmacniany przy uzyciu segmentu GAIN. W bloku
K8 nastgpuje demodulacja synchroniczna lub diodowa, natomiast w module K9 (bedacym
filtrem dolnoprzepustowym) nastepuje przygotowanie sygnatu do wyjscia. W wyniku
dzielenia elektronicznego otrzymany sygnat jest odfiltrowany od czgstotliwosci Larmora
przez co uzyskuje si¢ jego obwiedni¢, nazywang zanikiem swobodnej precesji (FID), ktora
podawana jest bezposrednio na oscyloskop oraz zbierana przez karte cyfrowego oscyloskopu
Compuscope 2000 komputera PC 80386.
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Rycina 19. Schemat blokowy regulatora spektrometru impulsowego WNS HB65




Spektrometria
Badania NMR w domenie czgstotliwosci wykonywane byty przy uzyciu spektrometru

Bruker Avance III, OneBay, Bruker Biospin (Ryc. 20). Czg¢stotliwo$¢ rezonansowa dla
protonéw wynosi 300.14 MHz. W skiad uktadu pomiarowego wchodzg takze: glowica
pomiarowa wysokiej mocy, magnes nadprzewodzacy typu wide bore o wartosci indukcji pola
magnetycznego By = 7 T ($rednica otworu 89 mm), stacja robocza z oprogramowaniem
TopSpin 3.0 oraz regulator temperatury. Magnes nadprzewodzacy umieszczony jest w
ciektym helu (temperatura okoto -270°C) oraz otoczony ptaszczem izolujacym, zawierajacym

ciekly azot (o temperaturze ponizej -196°C).

Rycina 20. Spektrometr Bruker Biospin

Spektrometr ten obejmuje cztery czesci: blok kontroli akwizycji, przedwzmacniacz
wysokiej wydajnosci, system wzmacniaczy oraz system kontroli magnetycznej. Blok kontroli
akwizycji sktada si¢ z czgdci, ktora generuje impulsy o czgstotliwosciach radiowych
wykorzystywane do pobudzenia probek oraz z czesci odbierajacej sygnal z badanej probki.
Zadaniem przedwzmacniacza wysokiej wydajnosci jest transmisja 1 filtracja uprzednio
wygenerowanego 1 wzmocnionego sygnalu do cewki nadawczo - odbiorczej (tor
nadawczy),w ktérej] umieszczona jest probka. Jednostka ta wzmacnia réwniez sygnat
generowany przez probke po pobudzeniu jej odpowiednimi impulsami (tor odbiorczy).
System wzmacniaczy wzmacnia sygnaly generowane w bloku akwizycji. System kontroli
magnetycznej kontroluje statle pole magnetyczne, jest odpowiedzialny za jego stabilizacje
oraz kompensuje niejednorodnosci. Czas martwy spektrometru wynosit 6.5 ps, szerokos¢

pasma - 500 kHz, wzmocnienie impulséw - 400 W, dtugos¢ impulsu n/2 byta rowna 2.2 us, a
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czas repetycji - 1.5 s. Dla pomiaréw w temperaturze pokojowej utrzymywano temperature na
tym samym poziomie, czyli 22°C. Do ochtadzania probki w pomiarach w funkcji temperatury
wykorzystano strumien azotu gazowego odparowywanego grzatka zawieszong w dewarze z
ciektym azotem. Sterownik temperatury Eurotherm umozliwiat stabilizacj¢ temperatury z
doktadnoscia do 0.1°C. Otrzymane dane analizowane byly za pomoca programu
dostarczonego przez producenta spektrometru TopSpin 3, oraz za pomoca programu

OriginPro 7.0.

Pomiary pojedynczych widm
Pojedyncze widma w funkcji uwodnienia otrzymywano dzigki rejestracji sygnatu FID

po potraktowaniu probki pojedynczym impulsem z/2. Moc impulsu byta rowna 400 W, a czas
repetycji 1.5 s. Widmo powstawato z 40 akwizycji. Pojedynczy czas pomiaru wynosit okoto 3

minut.

Sekwencja echa Hahna oraz sekwencja Carra-Purcella-Meibooma-Gilla (CPMG)
Zanik sygnatu swobodnej precesji FID daje nam bezposrednig informacj¢ dotyczaca

efektywnego czasu relaksacji poprzecznej T, . Czas ten jest skrocony przez niejednorodnosci
zewnetrznego pola magnetycznego. Dla frakcji statej efekt ten jest niewielki, natomaist dla
protondéw cieczowych jest znaczacy. Do wyznaczenia faktycznego czasu T, sygnatu
cieczowego uzywa si¢ sekwencji Carra-Purcella-Meibooma-Gilla (CPMG). W czasie t po
impulsie 7/2 nastepuje seria impulséw 7 przesunigtych w fazie o 90° oddalonych od siebie o
czas 2z (Ryc. 21). W przerwach migdzy impulsami rejestrowane sg sygnatly echa spinowego.
Wskutek relaksacji spinowo-spinowej, kolejne echa spinowe majg coraz mniejszg amplitude

(Ryc. 21). Ich obwiednia wyznacza sygnal NMR zapisany nastepujagcym wzorem:

t

FID, (t)=Le ™ (128)

79



b)
Rycina 21. Sekwencja impulséw a) w metodzie CPMG oraz b) w metodzie echa Hahna, wg.
Hahn (1950)

W moich pomiarach uzywatam prostszej metody echa Hahna, w ktorej po impulsie 7/2
nastepuje tylko jeden impuls . Przyczyng byt bardzo dobry stosunek sygnalu do szumu i
relatywnie krotkie wartosci czasow relaksacji, co nie powodowato nadmiernego obcigzenia
czasowego spektrometru. Odstep 7 wynosit 30 us, co oznacza, ze dla najkrotszego odstepu
miedzy impulsami echo bylo obserwowane po czasie 60 ps.

W zastosowanej sekwencji echa Hahna podawane sg jedynie dwa impulsy: z /2 oraz -
po zadanym przez uzytkownika czasie 7 - Impuls z, a nastgpnic po stosownym czasie
nastgpuje rejestracja widma. Powtarza si¢ te sekwencje dwoch impulsow ze zwigkszajacym
si¢ odstepem czasowym mig¢dzy impulsami 7 /2 i 7. Odstep ten poczatkowo zwickszany byt
co 30 us (16 cykli), potem co 60 ps (kolejne 22 cykle), az w koncu co 120 ps (kolejne 50
cykli) 1 360 ps (kolejne 22 cykle). Lacznie podano 110 sekwencji impulsow.

Istotna roznica migdzy faktycznym czasem relaksacji poprzecznej (wWyznaczonym za
pomoca sekwencji CPMG lub echa Hahna), a czasem efektywnym (wyznaczonym z
szeroko$ci polowkowej linii) wynika z oddziatywania jader wodoru z lokalnymi polami
magnetycznymi wytworzonymi przez obecne w matrycy statej paramagnetyki (Barnhart, Berk
1986). Obecnos¢ jondow paramagnetycznych powoduje poszerzenie linii, wplywa na skrocenie

czasu relaksacji poprzecznej T,, oraz przesunigcie jej polozenia. Przy duzej koncentracji
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jonow, czas relaksacji spinowo-spinowej T, moze by¢ skrocony na tyle, ze staje si¢ krotszy od
czasu martwego spektrometru, co uniemozliwia jego obserwacje (6.5 ps dla spektrometru 300

MHz).

Sekwencja zaniku inwersji (IR) - spektroskopia relaksacyjna
Sekwencja zaniku inwersji (IR) stuzy do wyznaczania czasu relaksacji podtuznej T;.

Polega to na potraktowaniu jader kolejno impulsami 7 i 7/2 rozdzielonych czasem t. Pierwszy
z nich obraca magnetyzacj¢ przeciwnie do zwrotu osi z laboratoryjnego uktadu odniesienia,
drugi za§ przerzuca magnetyzacj¢ na plaszczyzng Xy. Miedzy impulsami (w czasie 1)
przebiega relaksacja podluzna jadrowych momentéw magnetycznch. Czas T; mozna
wyznaczy¢ na podstawie zalezno$ci pola pod powierzchnig rejestrowanego widma po drugim

impulsie (7/2) od czasu mi¢dzy impulsami 7.

2.2.4. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

W celu poréwnania szczegdtowej budowy ciata larwy w ré6znym stanie uwodnienia
przeprowadzono obserwacje z zastosowanie elektronowego mikroskopu skaningowego
(SEM). Najpierw pobrano larwg¢ w stanie anhydrobiozy, a inne wysuszone osobniki z jednej
serii umieszczono w pojemniku z woda kranowa o temperaturze pokojowe;.

Potem je wyciggano z tego pojemnika w roéznych etapach uwodnienia po
nastepujacych okresach czasu: a ) przebywajace w wodzie przez 60 minut, 3) przebywajace w
wodzie przez 150 minut, przebywajace w wodzie 180 min., catkowicie uwodnione, aktywne.

Poszczegolne proby odpowiednio oznaczone zostaly nastgpnie przygotowane do
obserwacji w SEM wg standardowo stosowanej procedury w takich przypadkach. Najpierw
probki utrwalano przez 2 godziny w 2,5% roztworze glutaraldehydu, w 0,1M buforze
kakodylowym. Nastepnie je ptukano 2 razy po 10 minut w roztworze soli fizjologicznej PBS i
odwadniano we wzrastajacych st¢zeniach alkoholu etylowego (POCH). Potem, preparaty
umieszczono w przejsciowej cieczy (100% acetonu) i przeniesiono do suszarki punktowej
(CPD E3000/E3100, Quorum Technologies). Tak przygotowane probki przymocowywano do
tacek, a nastgpnie pokryto je ztotem technicznym za pomoca napylarki jonowej JFC-1100E
(JEOL). Zabieg ten wykonuje si¢ w celu poprawy jakosci zdje¢ 1 zniwelowania
niekorzystnego efektu zwigzanego ze skondensowang wigzka elektronow w komorze
mikroskopu. Gotowe do obserwacji probki wktadano do odpowiedniej komory SEM 1 je
obserwowano, rejestrujac zdjecia struktur morfologicznych badanych larw. Byl to

skaningowy mikroskop elektronowy firmy JEOL 100 SX, JSM - 5410, pracujacego przy
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napi¢ciu przyspieszajacym 15 kV. Zaré6wno, sam proces przygotowania larw do obserwacji w
SEM, jak rowniez ich obserwacje i wykonanie zdj¢¢ cyfrowych zrealizowano w Pracowni
Mikroskopii Elektronowej i Transmisyjnej Zaktadu Cytologii i Histologii w Instytucie
Zoologii i Badan Biomedycznych Wydziatu Biologii UJ.

2.2.5. Mikrotomografia komputerowa

W celu precyzyjnego zobrazowania zmian ciala larwy w stanie anhydrobiozy oraz w
trakcie procesu hydratacji wykonano mikrotomogramy. Pomiary te zostaly wykonane na
dwoch roznych urzadzeniach. Larwy w stanie wysuszonym (anhydrobiotyczne) zostaly
zobrazowane za pomocg urzadzenia Nanotom S w Laboratorium Mikro i Nano Tomografii
na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej (Akademia Gorniczo-Hutnicza w Krakowie).
Natomiast larwy w réznych etapach uwodnienia, a takze wysuszone analizowano za pomocg
mikrotomografu komputerowego SkyScan 1172 (Bruker), przeznaczonego do prowadzenia
badan materiatowych oraz biomedycznych w Zaktadzie Fizyki Medycznej UJ.

Aparat Nanotom S (General Electric) wyposazony jest w lampe¢ rentgenowska o mocy
57 W (15 W na ,targecie”) zasilang napieciem do 180 kV. Pozwala to na pomiary szerokiego
spektrum materiatéw od migkkich tkanek biologicznych po metale i ich stopy. Lampa ta jest
typu otwartego z wymienng katodg oraz okienkiem. Okienko stanowi zewnetrzng $cianke
lampy, przez ktorag wydostaje si¢ promieniowanie rentgenowskie, jednoczesnie od
wewngtrznej strony jest pokryta wolframowym ,targetem”. Maksymalna rozdzielczo$¢
»wokseli” (w zaleznosci od wielkos$ci obiektu) jest mniejsza od 500 nm (0,5 um). Larwy w
stanie anhydrobiozy, w zaden sposob nie modyfikowane przed pomiarami, byly mierzone
pojedynczo.

Mikrotomografem komputerowym SkyScan 1172 zmierzono larwy suche bez
modyfikacji oraz uwadniane w wodzie kranowej larwy w réznych etapach hydratacji: po 30
minutach, 60 min. i 180 min. Najpierw wyciagano je z wody, a nastgpnie, aby zapobiec
wysuszaniu podczas pomiardw, moczono w oleju. Potem umieszczano je na podktadce 1
pokrywano folig z roztworu cykloheksanolu z formvarem, aby zapobiec wysuszaniu podczas
pomiardw. Tak przygotowane larwy wkiadano do tego mikrotomografu wyposazonego w
lampe rentgenowska o mocy 8 W i maksymalnym napigciu 80 kV. Jest to w pelni bezpieczne
urzadzenie,nie wymagajace dodatkowych oston przed promieniowaniem. Moc dawki nie
przekracza 1uSv/h. Czas pomiaru wynosi 32 minuty przy napigciu 40 keV. Podczas

pomiardw wielkos¢ piksela na obrazie wynosita 6 um. Ten mikrotomograf , obstugiwany
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przez komputer DELL Precision T5400 z systemem operacyjnym Windows 7 posiada wtasne
oprogramowanie  ktore umozliwia rekonstrukcje obiektéw na podstawie zmierzonych

projekcji oraz generuje tréjwymiarowe wizualizacje.

2.2.6. Morfometria

Larwy w stanie anhydrobiozy umieszczano w szalce Petriego, a nast¢pnie zalewano je
roznymi rodzajami wody tak, aby byty catkowicie zatopione. Potem cato$¢ umieszczano na
stoliku pod obiektywem mikroskopu stereoskopowego typu NIKON SMZ1500,
wyposazonego w kamere cyfrowa podlaczona do komputera wyposazonego w program NIS-
elements BR, ktory stuzy do archiwizacji zdje¢ 1 pomiaréw ciata. Na wstepie wykonano
zdjecie larwy wysuszonej (Ryc. 22). Kolejne robiono i zapisywano co 2 minuty do czasu,
kiedy larwa byta juz w peini uwodniona, na co wskazywala jej aktywno$¢: poruszanie si¢
catego ciala oraz jego przydatkow. Larwy fotografowano z géry w rzucie poziomym. Kazde
zdjecie zostato wykonane w powigkszeniu Alx i jakosci cyfrowej 2560x1920 pikseli. Dla
kazdego rodzaju wody (destylowana, kranowa, mineralna niegazowana (Tab. 3)) procedura ta
byla wielokrotnie powtarzana. Nastepnie, na kazdym zdjeciu mierzono powierzchni¢ i
dhugos¢ ciata larwy. Dhugos$¢ mierzono, zaznaczajac lini¢ krzywa wzdhuz $rodka ciata larwy
od poczatku glowy do konca ostatniego segmentu odwloka. Natomiast powierzchnig
okreslano w oparciu o odmienny od wody kolor ciata larwy, ktérego kontury rejestrowat i

obliczat wielko$¢ program NIS-elements BR.
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Tabela 3. Odczyn i sktad chemiczny réznych rodzajow wody uzytej do uwadniania larw
Polypedilum vanderplanki w warunkach laboratoryjnych; wody z kranu pochodzi z ujecia
Raba w Krakowie; wode¢ mineralng niegazowang o nazwie ,,Cisowianka” kupiono w sklepie;
woda destylowana pochodzita z laboratorium

Parametr Woda z kranu Woda mineralna
Odczyn (pH) 7.76 6,80
Utlenialno$¢ z KMnO4 [mg/dm3] 0.015 0.027
Chlorki [mg/dm3] 20.6 <5
Amonowy jon [mg/dm3] 0.05 0,06
Azotyny [mg/dm3] <0.01 0.013
Azotany [mg/dm3] 4.9 2.4
Twardo$¢ ogdlna [mg/dm3] 160 430
Wapn [mg/dm3] 40.1 130.3
Magnez [mg/dm3] 6 21.9
Zelazo ogdlne [mg/dm3] 0.04 <0.02
Siarczany [mg/dm3] 30 <10
Glin [mg/dm3] <0.008 <0.008

Analizowano, zaréwno larwy zywe, ktore si¢ uaktywniaty po uwodnieniu oraz martwe, ktore

w tym samym czasie po uwodnieniu jak zywe, nie uaktywniaty sie.

g v
44

Rycina 22. Zdjecie wysuszonych larw Polypedilum vanderplanki wykonane w
stereoskopowym mikroskopie optycznym NIKON SMZ1500
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Badania przeprowadzono tacznie na 78 larwach, w tym na 57 zywych i 21 martwych.
W wodzie destylowanej uwodniono 30 osobnikéw (25 zywych i 5 martwych), w wodzie
kranowej - 31 (18 zywych, 13 martwych), a w mineralnej niegazowanej - 17 (14 zywych i 3
martwe). Ze wzgledow technicznych, kiedy np. jakas larwa si¢ obrocita i pomiar nie byt
miarodajny, to go odrzucano; w sumie odrzucono pomiary 10 larw (6 zywych i1 4 martwych).
Larwy martwe odwracaly si¢ pod wptywem aktywnos$ci ruchowej larw zywych.

Dane z pomiaréw wielko$ci larw z poszczegdlnych etapéw uwodnienia w réznych
rodzajach wody zostaly zgromadzone w programie MS Office Excel, a nastgpnie poddano je
analizie za pomocg programu OriginPro 2015. Zarowno zmiany dlugosci, jak i powierzchni
ciata larwy w czasie uwodnienia mierzono, poréwnujac kolejne etapy pomiaréw wielkosci w
odniesieniu do pierwszego pomiaru.

W celu kontroli poprawnosci przeprowadzenia pomiaréw larw wykonano dodatkowe,
kontrolne pomiary, mierzac trzykrotnie kazda dlugo$¢ i powierzchni¢ jednego osobnika, a
nastgpnie obliczono niepewnos¢ kazdego pomiaru i poréwnano je mi¢dzy soba.

Dla kazdego rodzaju wody oraz dla poszczegdlnych préb wykonano modele
matematyczne danych. Zostaly one oparte na 5 lub 10 pomiarach przeprowadzonych dla
jednej proby. Modele powstaly w wyniku usrednienia pomiaréw dla kilku larw z danych prob
w okreslonym czasie uwodnienia. Oznacza to, ze np. po 2 minutach od umieszczenia larw w
wodzie dokonano pomiaréw dla kilku réznych osobnikéw. Dane te zostaly nastgpnie
przeliczone na procenty i usrednione dla wszystkich mierzonych osobnikow. Za ostatni
pomiar przyjeto ten, dla ktdrego otrzymano Sredni czas uaktywnienia si¢ larw w danej probie.
Do wuzyskanych modeli réwniez dopasowano odpowiednig funkcje 1 poroOwnano jej

wspotczynniki ze wspotczynnikami usrednionymi dla wielu pomiarow.

2.2.7. Numeryczne opracowanie danych
Dane pomiarowe pochodzace z pomiaréw NMR, kinetyki hydratacji, izotermy

sorpcyjnej oraz morfometrii analizowano przy pomocy komercyjnie dostgpnego
oprogramowania OriginPro 2015 oraz Microsoft Office Excel (arkusz kalkulacyjny dla
systemow Windows).

Program OriginPro umozliwia pozyskiwanie, analiz¢ i wizualizacj¢ danych
pomiarowych, wyposazony jest we wszystkie procedury dostgpne w srodowisku programu
Origin i dodatkowo w grupg narzedzi do zaawansowanej analizy z zakresu dopasowania

krzywych i powierzchni, dodatkowe procedury analizy statystycznej oraz procedury z zakresu
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przetwarzania sygnatow i analizy obrazow. Posiada wbudowane narzg¢dzia do importu danych
oraz ich przetwarzania. Pozwala na dopasowanie wielu wbudowanych funkcji jak i
stworzenie wlasnych. Dane pobrane i przetwarzane mozna wizualizowaé¢ na kazdym etapie
analizy. Uzytkownik ma do dyspozycji j zestaw wielu typow wykresow dwu- |
trojwymiarowych. Przy uzyciu programu OriginPro 2015 mozliwe jest dopasowanie zardwno
funkcji Gaussa jak i funkcji eksponencjalnych. Mozna réwniez ustali¢ wartosci wybranych

parametrow.

3. Wyniki

3.1. Mikrogramy SEM larw zywych w réoznych etapach

uwodnienia
Mikrogramy, w zakresie powickszen od 15 do 5000 razy, wykonano w celu

poréwnania morfologii ciata larwy Polypedilum vanderplanki w réznych etapach uwodnienia
w wodzie z kranu. Ryc. 23a obrazuje larwg suchg w stanie anhydrobiozy, a nastepne zdjgcia
larwy uwodnione odpowiednio po 60 (Ryc. 23b), 150 (Ryc. 23c) i 180 minutach (Ryc. 23d).
Ostatni mikrogram przedstawia larwe calkowicie uwodniong i aktywna, przy widocznych
procesach zyciowych, np. ruch narzadow gebowych, czy skurcze ciala oraz przemieszczanie
si¢. Na obrazach tych wida¢ zmiany struktury ciala larwy anhydrobiotycznej poczas
uwadniania.

Ciato larwy suchej jest sztywne, lekko wygiete, wydtuzone 1 pomarszczone, bez
widocznej segmentacji, Charakterystycznej dla larw wielu r6znych wolnozyjacych muchowek,
a w szczegodlnosci tych z rodziny Chironomidae. Gtowa larwy anhydrobiotycznej jest stabo
widoczna, gdyz jest jakby wcisnieta w pierwszy segment czesci tutowiowej (przedtutowie)
ciata. Wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia, segmentacja ciala larwy staje si¢ widoczna
coraz lepiej , wzrasta objetos¢ 1 elastyczno$¢ ciata, a glowa staje si¢ lepiej widoczna. Cialo
larwy przyjmuje bardziej ,,wyprostowany” ksztatt (Ryc. 23b-d). Ostatecznie uwodniona larwa
odzyskuje wyglad sprzed dehydratacji (juz wczesniej szczegétowo opisany: rozdzial 1.

Wstep).
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Rycina 23. Porownanie budowy ciata larwy Polypedilum vanderplanki w r6znym stanie
uwodnienia w wodzie z kranu (SEM, 35X): a) larwa sucha w stanie anhydrobiozy, cialo
pomarszczone, niewidoczne segmentacja, stabo widoczna gtowa; b) po 60 minutach
uwodnienia, ¢) po 150 minutach uwodnienia; d) po 180 min (catkowite uwodnienie)

Wyniki przeprowadzonych badan za pomoca SEM wskazuja, ze podczas uwadniania puszka
glowowa larwy nie ulega wigkszym zmianom (Ryc. 24a-d). Glowa jest najbardziej twarda
czescig ciala larwy, jej zewnetrzna ostona, tworzaca puszke glowowa jest utworzona ze
wzglednie grubej 1 sztywnej kutikuli (oskorka) glownie z chityny o wiasciwosciach
hydrofobowych. Dlatego, gtowa prawdopodobnie nie chionie lub przepuszcza przez swoja

Sciang zaledwie niewielkie ilosci wody (Ryc. 24a-d).
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c) d)

Rycina 24. Porownanie glowy larwy Polypedilum vanderplanki w r6znym stanie uwodnienia
w wodzie z kranu: a) larwa sucha w stanie anhydrobiozy, powigkszenie 200X, widok z gory,
pozycja boczna puszki gtowowej, o gladkiej kutikuli, z lewej strony widoczne dwa czutki
larwalne; b) po 60 minutach uwodnienia, powickszenie 350X, widok przednio-boczny z lewej
strony gltowy, widoczny czutek,, warga gorna 1 zuwaczki; ¢) po 150 minutach uwodnienia,
powiekszenie 350X, widok pdobny jak w przypadku ,,b”; d) po 180 min (catkowite
uwodnienie), powigkszenie 350X, widok od strony przednio-brzucznej, widoczne od gory
dwa czulki larwalne, Zuwaczki, warga gorna 1 warga dolna z wyrostkami

Z przodu i z tyhu ciata larwy widoczne sg rézne przydatki stuzace do przemieszczania
si¢, przyczepiania si¢ do podtoza 1 zdobywania pokarmu. Na odwloku znajdujg si¢ nitkowate

skrzelotchawki, a na jego ostatnim segmencie — przydatki odwlokowe (Ryc. 25).
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c)

Rycina 25. Czesci ciata larwy Polypedilum vanderplanki w r6znym stanie uwodnienia w
wodzie z kranu: a) larwa sucha w stanie anhydrobiozy, powigkszenie 100X — wida¢ nitkowate
wypustki na odwloku; b) po 60 minutach uwodnienia; powigkszenie 200X, koniec odwtoka
widoczny od strony brzusznej, widoczne przydatki odwlokowe,; ¢) po 180 minutach
uwodnienia, —, powickszenie 750X, widoczna przyssawka z hakowatymi wyrostakami z tytu
odwlokA; d) po 180 min powigkszenie 200X, widok od strony grzbietowej, pierwszy segment
tutowia (przedtutéw) tworzy jakby kolnierz ostaniajacy gtowe

[lustarcje obrazujace powierzchni¢ ciata uwadnianej larwy wskazuja, ze w miar¢ hydaratcji

oskorek, z bardzo pomarszczonego staje si¢ ,,gladszy” 1 tworza si¢ jakby faldki (Ryc. 26).
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Rycina 26. Porownanie powierzchni odwloka larwy Polypedilum vanderplanki w réznym
stanie uwodnienia w wodzie z kranu: a) koniec odwtoka, pow. 200X; b,c,d),); a) suchej w
stanie anhydrobiozy, ; b) po 60 minutach uwodnienia; ¢) po 150 minutach uwodnienia; d) po
180 min (catkowite uwodnienie); obrazy na fot. b.c i d powigkszone 2000X

Na powierzchni cialta uwadnianej larwy zaobserwowano liczne mikroorganizmy,
prawdopodobnie kultury bakterii lub zarodniki grzybow, widoczne gltéwnie w okolicy glowy
(Ryc. 27). Moga by¢ one wspotodpowiedzialne za efekt spadku masy obserwowany w trasach

hydratacyjnych z fazy gazowe;j.
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Rycina 27. Bakterie widoczne w okolicach glowy larwy Polypedilum vanderplanki;
wykonano dla larwy uwadnianej przez 150 minut, powigkszenie 5000X

3.2. Mikrotomografia rentgenowska

Pomiary mikrotomograficzne larw wykonano dla obserwacji procesu hydratacji larw
dodatkowa metoda, okreslenia schematu morfologicznego suchej larwy, jak réwniez
monitorowania zmian morfologicznych podczas procesu hydratacji. Zdjecia larw wykonano
zarowno wzdluz podtuznej osi ciata, jak rowniez wzdhuz przekrojow poprzecznych. Odcienie
ciemne na przekrojach podtuznych wskazuja miejsca ciata larwy, przez ktore nastgpuje
mniejsze pochtanianie wody, a miejsca jasne, jej wigksze przepuszczanie do ciata ze
srodowiska zewngtrznego (Ryc. 28-33). Uzyskane obrazy wskazuja, ze najwigkszg zmiennos$¢
w pochtanianiu wody przez larwe obserwuje si¢ w S$rodkowych rejonach jej ciata.
Prawdopodobnie dlatego, ze w tych rejonach zlokalizowana jest wigkszo$¢ najbardziej
aktywnych narzadow ciata larwy, takich jak: §rodkowa czg$¢ jelita wraz z zotadkiem i
cewkami Malphigiego, narzady rozrodcze oraz grzbietowe naczynie kriwonos$ne (serce

owada).
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Rycina 28. Przekroje podtuzne larwy Polypedilum vanderplanki, uwadnianej przez 120
minut; widoczne: przekroj najblizej oskorka larwy, przekroj blizej srodka, przekrdj larwy
przez jej Srodek.

Rowniez obrazy z z przekrojow poprzecznych larwy wskazuja na rézny poziom
pochtaniania wody przez roézne czgdci jej ciala. W $rodku przekroju poprzecznego widaé
ciemny, duzy punkt przedstawiajacy przekrdj poprzeczny przewodu pokarmowego larwy P.
vanderplanki (Ryc. 34). Jego intensywne zaciemnienie wskazuje, ze w jelicie jest wzglednie

nieduze pochtanianie wody z otoczenia przez uwadniajaca si¢ larwe ze stanu anhydrobiozy.

Rycina 29. Przekroje podtuzne larwy Polypedilum vanderplanki uwadnianej przez 120 minut
w réznych odstgpach czasu ; w poczatkowym etapie (pierwsza larwa z lewej od gory) widac,
ze glownie przedni odcinek ciata pochtania wodg, srodkowa czesé i tylna jest w mniejszym
stopniu zaangazowana w proces hydratacji
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Ryciny 30-34 ukazujg poszczegdlne cze$ci morfologiczne (glowa wraz z pozostatymi
czesciami ciala: tutow — pierwsze trzy segmenty za gtowa, oraz odwtok — pozostate segmenty,
oskorek (kutikula) wraz z jego strukturami zewngtrznymi; otwér gebowy i odbytowy) i
anatomiczne (cialo tluszczowe oraz jelito otoczone kutikula w przednim i tylnym jego

odcinku).

b
Rycina 30. Przekroj poc)iluZny (obraz a) oraz b) z lewej) 1 przekrdj poprzeczny w czesci
srodkowej ciala (obraz z prawej strony b)) larwy Polypedilum vanderplanki uwadnianej przez
80 minut; widoczne: glowa (prawa strona larwy u dotu), oskorek (kutikula) — jesniejsza linia
zewngtrzna, ciato thuszczowe — cimniejsza granulacja pod oskorkiem, jelito wypetnione
trescig — jasniejsze zabarwienie

Rycina 31. Przekroj podtuzny ciata wysuszonej larwy Polypedilum vanderplanki; widoczne:
oskorek — jasniejsza linia zenetrzna okaljaca ciato larwy, gtowa (strona gorna) — ciemniejsza
cze$¢, srodkowa czes¢ jelita — ciemniejszy prazek w wewnatrz ciala
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Rycina 32. Przekroje podtuzne (obraz z lewej) i poprzeczne (obraz z prawej) ciata larwy
Polypedilum vanderplanki uwadnianej przez 120 minut; na przekrojach poprzecznych
widoczne s3: okolice pierwszego segmentu ciala - pierwszy od gory odcinej srodkowy larwy -
srodkowy obraz, okolice ostatniego segmentu — obraz dolny

Rycina 33. Widok larwy Polypedilum vanderplanki: a) zewn¢trzny ciata larwy
anhydrobiotycznej (catkowicie odwodnionej); b) — zewnetrzny larwy uwadnianej przez 120
minut z widoczng glowa 1 segmentacjg ciata
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a) .
Rycina 34. Czesci ciata larwy Polypedilum vanderplanki: a) przedni odcinek z widocznym
otworem gebowym (ciamny punkt) b) tylna cze¢$¢ z widocznym otworem odbytowym
(zaznaczono strzatka)

Analiza mikrotomograficzna byta spojna z wczesniejszymi obserwacjami optycznymi
za pomocg stereoskopowego mikroskopu optycznego (SMO) 1 skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM). Ciato larwy ochotki afrykanskiej, P. vanderplanki jest zréznicowane
na wyraznie widoczng glowe, widoczng nawet w stanie calkowitego odwodnienia
(anhydrobioza) oraz na segmenty tworzace tutow (3 segmenty poza gtowa) i odwtlok, ktére
wraz z uwodnieniem zwiekszaja swoja objetos¢, cialo sie wyprostowuje, a oskorek staje si¢

mniej pomarszczony.

3.3. Morfometria zmian ciala larw w trakcie hydratacji z fazy
cieczowej

W celu poznania w jaki sposob proces hydratacji larw z fazy cieklej wplywa na
zmiany struktury 1 wielkosci ich ciala, przeprowadzono pomiary morfometryczne za pomoca
stereoskopowego mikroskopu optycznego. Procedura pomiarowa zostala opisana w rozdziale
»Material 1 metody”. Obserwowano hydratacj¢ zaréwno larw zywych, jak 1 martwych,
stosujac  wode o roznym sktadzie chemicznym (uzyto wody raz destylowane;,
niedejonizowanej; wody z kraklowskiej sieci wodociggowej (tap water); oraz wody
mineralnej niegazowanej ,,Cisowianka”). Poszczegdlne rodzaje wody réznity si¢ przede
wszystkim zawarto$cig jondw dwuwarto$ciowych (gtownie magnezu i wapnia).

Dla hydratacji kazdej larwy z osobna dopasowano funkcj¢ allometryczng (zalezno$¢
allometryczna to zwykle jest wyrazenie jakiej$ witasnosci badanego organizmu w funkcji

masy (Knibbe 2005, Lenartowicz 2008, Stupnicki 2016), jednak w tym przypadku badano
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wzrost powierzchni obrazu mikroskopowego larwy P. vanderplanki hydratowanej z fazy
cieklej. Wzor matematyczny mial postaé
t C
Alt)= A + b[tj . (129)
0
Warto zauwazy¢, ze w przypadku, jesli wzrost objetosci larwy jest liniowo proporcjonalny do

czasu hydratacji, mierzona pod mikroskopem powierzchnia larwy, A, wzrasta zgodnie z

2B Wiedzac, ze A=const-V?®, gdzie V jest objetoscia, a stata jest

formulg 4 = constt
charakterystyczna dla okreslonego ksztaltu mierzonego obiektu, pomiary pokazaly, ze
obj¢tos¢ anhydrobiotycznej larwy P. vanderplanki hydratowanej z fazy cieklej wzrasta
proporcjonalnie do czasu t procesu wchianiania (Knutelski i in., przygotowywane do
publikacji). Ao jest rowne 100, poniewaz za 100% przyjeto powierzchni¢ przekroju
wzdtuznego larwy suche;j).

Rezultaty wyrazono w procentach w celu poréwnania ze sobg wszystkich przyrostow

wielko$ci badanych larw w czasie uwadniania. Na Rycinie 35 przedstawiono przyktadowe

pomiary wraz z dopasowaniami zaleznosci allometrycznej do punktéw pomiarowych.

0 50 100 150 200 250
t [min]
Rycina 35. Zmiany powierzchni (A) ciata larwy Polypedilum vanderplanki w czasie (t) jej
uwadniania w wodzie destylowanej od stanu anhydrobiozy do pelnego uwodnienia w a)
pierwszym dniu po otwarciu pojemnika nr 8 (parametry dopasowania: b =6.48 + 0.31, ¢ =

0.51 £ 0.10), (o) — punkty pomiarowe, linia ciggta — dopasowanie funkcji allometrycznej
(129)
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Na podstawie danych z pomiarow morfometrycznych dla kazdego rodzaju wody
skonstruowano modele przyrostéw powierzchni w miar¢ uwadniania larw w danych
warunkach. Wyniki wskazuja, ze niezaleznie od tego, z ktérego pojemnika pochodzita

probka, jej uwadnianie byto opisywane podobng funkcja (Ryc. 36).

1404 .

120 - .

100 = - . : . - ;
0 50 100 150
t [min]
Rycina 36. Zmiany powierzchni (A) ciata larw Polypedilum vanderplanki w czasie (t) ich
uwadniania w wodzie z kranu od stanu anhydrobiozy do pelnego uwodnienia: czerwone (0) —
larwy z pojemnika nr 3 (parametry dopasowania: b = 2.23 + 0.10, ¢ = 0.66 = 0.01), czarne (o)
- larwy z pojemnika nr 8 (parametry dopasowania: b = 2.21 + 0.09, ¢ = 0.66 + 0.01)

Uzyskane modele dla r6znych rodzajow sktadow chemicznych wody stosowanej do
uwadnianinia larw, przedstawiono na Rycinie 37, a wyniki uzyskane z dopasowan funkcji
allometryczych do modeli w Tabeli 4. Obliczono réwniez wspdiczynniki dopasowan jako
srednie z poszczegdlnych wspodiczynnikow uzyskanych osobno dla kazdego pomiaru (Tab. 4).
Uzyskane modele sa podobne do siebie, cho¢ wykazuja pewne niewielkie roznice.
Wspotczynnik € jest miarg sposobu uwadniania. Wynosi on okoto 0.66 + 0.02 (Tab. 4), co
oznacza, ze przyrost w czasie objetosci larwy hydratowanej z fazy cieklejnej ma charakter
liniowy. Nie stwierdza si¢ zmian progowych tej zaleznosci, co oznacza, ze przypuszczalne
otwieranie si¢ naturalnych otwordéw ciata, np. przetchlinek, zachodzace wraz ze wzrostem

uwodnienia larwy, nie ma znaczacego wpltywu na proces hydratacji.
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Rycina 37. Zmiany powierzchni (A) ciata larw Polypedilum vanderplanki w czasie (t)
podczas uwadniania w réznych rodzajach wody od stanu anhydrobiozy do petnej aktywacji:
(©) - woda destylowana, (0) - woda z kranu, (A) - woda mineralna. Larwy do analizy
pobierano z tego samego pojemnika (nr 8) w pierwszym dniu jego otwarcia

Tabela 4. Srednie warto$ci pomiaréw czasu aktywacji oraz przyrostu powierzchni i dtugosci
larw Polypedilum vanderplanki podczas uwodnienia w r6znych rodzajach wody: MAT -
sredni czas aktywacji larwy; MMS — $redni maksymalny przyrost powierzchni larwy; b, ¢ —
wspolezynniki dopasowan funkcji allometrycznych (129); srednie z pomiaréw w pierwszym
dniu otwarcia pojemnika z larwami w stanie anhydrobiozy; ogétem — Srednia ze wszystkich
pomiaréw w réznych rodzajach wody

Parametry liczone Parametry z
jako usrednienia z dopasowan funkcji
poszczegolnych do modeli
pomiarow
Rodzaj | AT [min] | MMS b ¢ b ¢
wody
destylowana 174.50 + 182.00 + 4.06 + 0.57+ 4.10 + 0.58 +
44.43 21.83 2.40 0.07 0.23 0.02
2 Kranu 145.20 + 162.56 + 2.74 + 0.66 + 221+ 0.66 +
20.03 17.21 0.84 0.14 0.09 0.01
mineralna 150.00 + 194.60 + 2.79+ 0.75+ 2.65 =+ 0.75+
17.20 23.46 2.05 0.12 0.18 0.02
, 156.57 + 179.72 + 353+ 0.66 + 2.99 + 0.66 +
ogolem 27.22 20.83 1.76 0.11 0.17 0.02

Dla niezaleznej analizy zaleznosci hydratacyjnej objetosci larwy P. vanderplanki od

czasu jej trwania, przeprowadzono rowniez pomiary diugosci larwy, w funkcji czasu
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uwadniania po wtozeniu osobnikoéw do wody. Otrzymane warto$ci parametrow dopasowan
funkcji allometrycznej odniesionej do dlugosci przedstawiaja si¢ nastgpujaco:

- woda destylowana: b =4.73 £ 0.2, ¢ =0.30 £ 0.07,

- woda kranowa: b =2.80 + 0.67, ¢ = 0.36 + 0.03,

- woda mineralna: b = 4.54 + 0.12, ¢ = 0.40 + 0.04.

Usredniony parametr ¢ ma warto$¢ okoto 0.35 £ 0.05, ktora jest zblizona do oczekiwanej
0.(3), poniewaz biorac pod uwage tylko pomiar dlugosci ona wzrasta zgodnie z formutg d =
constt (a wtedy d =const-V''?) . Nalezy jednak wzia¢ pod uwage to, ze pomiar dtugosci
jest obarczony wigksza niepewnoscig pomiarowa, niz pomiar powierzchni larwy, jak rowniez
to iz jest on bardziej zalezny od morfologii poszczegdlnych osobnikdw.

Mozna stwierdzi¢, ze istnieje réznica w sposobie uwadniania larw zywych w
zaleznosci od rodzaju wody uzytej do hydratacji. Wspotczynniki b i ¢ roznig si¢ dla réznych
eksperymentow, cho¢ wartosci $redniego czasu aktywacji larwy oraz S$redniego
maksymalnego przyrostu powierzchni larwy maja znaczace niepewnosci pomiarowe. Trzeba
tez zauwazy¢, ze mamy do czynienia z zywymi organizmami, ktére moze charakteryzowaé
duze zréznicowanie osobnicze. Widoczne to byto przy uwadnianiu osobnikow w kolejnych
dniach po otwarciu pojemnikdw. Zaobserwowano, ze larwy po pewnym czasie stawaly si¢
martwe. Wplyw na to miata wilgo¢, ktora dostawata si¢ do pojemnikéw w trakcie ich
otwierania. Jest to zgodne z danymi uzyskanymi z kinetyki hydratacji i izoterm sorpcyjnych,
gdzie zauwazono $miertelno$¢ larw juz przy okoto 20 % wilgotno$ci. Larwy uwadniane w
kolejnych dniach cechowal coraz wigkszy rozrzut osobniczy. Mozna jednak stwierdzi¢, ze im
pozniej wykonywany byt pomiar po pierwszym otwarciu pojemnika, tym hydratacja larwy do
postaci aktywnej trwata dluze;.

Dla poréwnania wykonano pomiary uwadniania larw martwych (Ryc. 38). Parametry
uzyskane z dopasowania funkcji (129) wyniosty: b = 5.12 + 0,32 oraz ¢ = 0.42 = 0.02.
Warto$¢ wspotczynnika ¢ wskazuje na odchylenie od liniowosci procesu uwadniania z fazy
ciektej larw martwych. Mechanizm ten wyglada inaczej niz u osobnikow zywych, jednak nie

mozna zapomnie¢, ze ocena przyrostu dlugosci, obarczona jest wigksza niepewnoscia.
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Rycina 38. Zmiany powierzchni (A) ciata larw zywych (0) i martwych (m) Polypedilum
vanderplanki w czasie, t, uwadniania w wodzie z kranu od stanu anhydrobiozy do pelnego
uwodnienia larw zywych; analiza w pierwszym dniu otwarcia pojemnikow: zywe - Z

pojemnika nr 8, martwe - pojemnik nr 32, linia ciggta dopasowanie funkcji allometryczne;j
(129)

3.4. Pomiary kinetyki hydratacji i izotermy sorpcyjnej
larwPolypedilum vanderplanki

3.4.1. Kinetyka hydratacji z fazy gazowej

Kinetyke hydratacji definiuje si¢ jako przyrost masy wody w danym ukladzie w
funkcji czasu. Umozliwia opisanie procesu wigzania i odlaczania czgstek wody dla danej
substancji biologicznej.

Kinetyke hydratacji przyréwnuje si¢ do procesu aktywacyjnego, dzigki czemu jej
przebieg mozna opisaé za pomoca funkcji eksponencjalne; lub sumy kilku funkcji
eksponencjalnych (Haranczyk 2003).

Odwodnione larwy P. vanderplanki hydratowano z fazy gazowej umieszczajac je w
atmosferze o kontrolowanej wilgotnosci wzglednej (p/pg). Zadang wilgotno$¢ atmosfery
uzyskiwano przez umieszczenie probki nad powierzchniami kwasu fosforowego, nasyconymi
roztworami roznych soli oraz wody. W trakcie procesu uwadniania dokonywano pomiaréw
masy. Proces prowadzono przez 144 h. Wzrost ple$ni na niektérych probkach uwadnianych w

wysokich wilgotno$ciach wzglednych (93%, 97% 1 100%), utrudnil wyznaczenie suchej
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masy. W takim przypadku jej wartos¢ ekstrapolowano na podstawie uzyskanych wartosci dla

innych probek.

3.4.1.1. Kinetyka hydratacji dla niskich wilgotnosci wzglednych

Dla larw zywych uwadnianych w wilgotnosci h = 52% oraz larw martwych
uwadnianych w wilgotnosci h = 44% zaobserwowano efekt spadku Am/m, w trakcie
hydratacji z fazy gazowej. Efekt ten dla przyktadowej probki (zaobserwowany dla larw
zywych dla wilgotno$ci wzglednej 52%) zostal przedstawiony na Ryc. 38.

0,00,L—n+—+——
0 40 80 120 160
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Rycina 39. Hydratacja z fazy gazowej zywych larw P. vanderplanki w atmosferze o
wilgotno$ci wzglednej p/po = 52%

Dla poczatkowych czasow hydratacji dominuje proces szybkiego wzrostu masy,
jednakze poczawszy od czasu t, nastepuje nieoczekiwany spadek masy sig¢gajacy okoto 5%.
W dlugotrwalym procesie subtelnej hydratacji mogt sie uwidoczni¢ mozliwy wpltyw trawienia
przez bakterie przewodu pokarmowego larwy (Koroiva i in. 2013).

Trasy hydratacyjne w atmosferach o niskich wilgotno$ciach wzglednych, dla larw
zywych w zakresie od 23% do 52%, oraz dla larw martwych pomiedzy 9% a 44%,

dopasowano funkcja eksponencjalng w postaci:

Am/m, = Al — A" .{1— exp(—t ;htg )} (130)

t

101



gdzie: Am to zmierzony spadek masy, mo, to sucha masa larwy, wreszcie A} to poziom
hydratacji dla wilgotno$ci wzglednej h = 0% zwigzany z rozpoczeciem procesu trawienia
przez bakterie, A" to maksymalny poziom hydratacji dla pierwszej skladowej podczas
trawienia, t§ — wybrany arbitralnie czas, zwiazany z rozpoczeciem procesu trawienia przez
bakterie, t" — czas trawienia.

Efekt spadku masy dominuje dla tras hydratacyjnych przeprowadzanych w
atmosferach o niskich wilgotnosciach wzglednych. Z tego powodu w prezentowanych
dopasowaniach pomini¢to pierwsze 4 godziny obserwacji, stanowigcych jedynie okoto 2.5%
trwania calego pomiaru, w ktorych nastepuje wzrost masy charakterystyczny dla procesu

hydratacji. Trasy hydratacyjne larw zywych i martwych przedstawiono na Rycinach 40 i 41,

natomiast parametry uzyskanych zaleznosci kinetycznych zestawiono w Tabelach 5 i 6.
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Rycina 40. Kinetyka hydratacji larw zywych Polypedilum vanderplanki dla wilgotnosci
wzglednych: a) 23%, b) 32%, c) 44%, d) 52%, linia ciggta - dopasowane funkcje (130)
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Rycina 41. Kinetyka hydratacji larw martwych Polypedilum vanderplanki dla wilgotnosci
wzglednych: a) 9%, b) 23%, ¢) 32%, d) 44%, linia ciggta - dopasowane funkcje (130)

Tabela 5. Parametry kinetyki hydratacji zywych larw P. vanderplanki dla niskich wilgotnosci

atmosfery
h A t5 [h] A t' [h]
23% 0.142 £ 0.015 21 £12 0.0164 +0.0078 25+ 14
32% 0.058 £0.024 26 £ 15 0.0124 £ 0.0021 39+20
44% 0.053 = 0.004 33+£1.9 0.0308 = 0.0034 15.6 £8.5
52% 0.117+0.013 232+8.3 0.0497 + 0.0097 69 + 28

Tabela 6. Parametry kinetyki hydratacji martwych larw P. vanderplanki dla niskich

wilgotnosci atmosfery

h Ao tg [h] A t [h]
9% | 0.051+0.002 12.6+5.8 0.0343 £ 0.0031 22+ 16
23% | 0.098:+0.017 2.8+0.01 0.0657 + 0.0010 41+4.7
32% | 0.029 +0.003 0.960 + 0.008 0.0713 + 0.0062 27 +20
44% | 0.094 +0.004 6.7 +0.001 0.0209 + 0.0027 18.7+2.8
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Z uwagi na rozrzut wartoéci nie usredniono parametrow ti i A" . Dla réznych
wilgotnos$ci atmosfery proces trawienia tkanki moze by¢ opisywany roéznymi statymi
czasowymi.

Roéwnowagowym poziomem uwodnienia ukladu jest suma uwodnien wszystkich

zaobserwowanych sktadowych wody:

C'=Ay+D A" (131)
Catkowity poziom uwodnienia dla niskich wilgotnosci wzglednych dla larw zywych oraz dla
larw marwych martwych wyniki przedstawiono w Tabeli 7. Dla wilgotno$ci wzglednej 23%

catkowity poziom uwodnienia jest zblizony dla probek martwych, jak i larw zywych (okoto

0.16), jednak dla innych uwodnien nie obserwujemy takiej zaleznosci.

Tabela 7. Calkowity poziom uwodnienia larwy P. vanderplanki dla réznyc wilgotnosci

wzglednych atmosfery
LARWY ZYWE LARWY MARTWE
h C h C
23% 0.158 £ 0.063 9% 0.085 + 0.008

32% 0.071 £0.023 23% 0.16 = 0.027
44% 0.084 +0.011 32% 0.101 £0.021
52% 0.167 £ 0.034 44% 0.115+0.005

3.4.1.2. Kinetyka hydratacji w atmosferach o wysokich wilgotnosci wzglednych
Hydratacja martwych larw P. vanderplanki prowadzona z atmosfery o wilgotnosci
wzglednej w zakresie od p/po = 52% do 100% oraz dla wilgotno$ci od 63% do 88% dla larw
zywych dobrze dopasowywana jest funkcja jednoeksponencjalng:
Am/mg = A+ A" [L—exp(~t/t")] (132)

gdzie: Am/mg to wzgledny przyrost masy, Af to poziom hydratacji dla wilgotnosci wzgledne;
0%, AT jest nasyceniowym poziomem hydratacji sktadowej hydratacyjnej, tf jest czasem
hydratacji dla tej sktadowej. Suma C h - Al + A} wyznacza catkowity poziom hydratacji dla
nasycenia.

Dla hydratacji zywych larw P. vanderplanki w atmosferze o wilgotnosci wzglednej

p/po = 93% pojawia sie druga sktadowa o poziomie nasyceniowym A4%. Zaobserwowano ja dla
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wyzszych wilgotnosci wzglednych, wiec mozna jg powigzac z frakcjag wody luzno zwigzane;.

Trasy hydratacyjne dopasowano funkcja dwueksponencjalng:

Am t t
el o 4
m, t! t)) (133)

gdzie A% i t¥ sa odpowiednio nasyceniowym poziomem hydratacji oraz czasem hydratacji dla
drugiej, wigzacej si¢ nastepnie skladowej wody hydratujacej uklad. W tym przypadku
catkowity poziom uwodnienia stanowi suma skladowych C" = 4% + A" + 4% .

Frakcja A} ma dluzszy czas hydratacji niz frakcja AY. Wiazaca si¢ najpierw sktadowa
wody zwiazanej okresla parametr A}, gdyz adsorbowane molekuty wody w czasie tf silniej
przylaczaja si¢ do powierzchni materialu. Warstwe tych molekut nazywa si¢ woda $cisle
zwigzana. Parametr A%, bedacy wolniejsza skladowa uwodnienia, jest odpowiedzialny za
adsorbowanie kolejnych warstw czasteczek wody. Nastgpne warstwy wody stabiej 1 wolniej
przytaczaja si¢ do powierzchni. Okresla si¢ je mianem wody luzno zwigzanej.

W atmosferze o wilgotnosci wzglednej 97% oraz 100% kinetyke hydratacji zywych
larw P. vanderplanki opisano funkcja jednoeksponencjalng, jednak z widoczng tylko
sktadowa A5. Czas hydratacji pokazal, ze to woda luzno zwiazana, ktorej byto tak duzo, ze
Scisle zwigzanej nie mozna bylo wyodrebni¢. Mozliwe, ze jest to wynik procesow zyciowych.
Nastepuje zmiana czasu wigzania wody oraz zmienia si¢ charakter oskorka, a w zwiazku z
tym zmienia si¢ opis kinetyki hydratac;ji.

Sktadowa wigzaca si¢ z krotszym czasem odpowiada frakcji wody $cisle zwigzanej,
wigzgcej si¢ najszybciej. Natomiast sktadowa charakteryzowana dluzszym czasem hydratacji
odpowiada wodzie luzno zwigzanej. Dla wysokich wilgotnos$ci oczekiwano dopasowania
dwoch funkcji eksponencjalnych, jednakze nie udato si¢ ich wyodrebni¢. U larw martwych
nie da sie wyrozni¢ frakcji wody scisle zwigzanej i frakcji wody luzno zwigzanej. Obserwuje
sie proces usredniony. Trasy hydratacyjne dla larw zywych oraz dla larw martwych
przedstawiono na Ryc. 42 i 43. Parametry uzyskanych zaleznosci kinetyki hydratacji

przedstawiono w Tabelach 8 i 9.
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Rycina 42. Kinetyka hydratacji z fazy gazowej zywych larw Polypedilum vanderplanki w
atmosferach o wilgotnos$ciach wzglednych od 63% do 100%
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Rycina 43. Kinetyka hydratacji z fazy gazowej zywych larw Polypedilum vanderplanki w
atmosferach o wilgotnos$ciach wzglednych od 52% do 100%

Wartosci uwodnienia w p/pg = 0%, A%, usredniono, gdyz uwodnienie poczatkowe

powinno by¢ stale niezaleznie od wilgotnosci wzglednej atmosfery, w ktorej nastgpuje
hydratacja. Rowniez wartosci czasu hydratacji, t{, larw zywych dla wilgotnosci od 63% do

93% usredniono. Dla larw zywych A}, warto$¢ poziomu hydratacji dla wzglednej wilgotnosci
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0% (poziom hydratacji nasycenia frakcji wody bardzo $cisle zwigzanej), wspdlnego dla
wszystkich tras wyniést 0.093+0.006. Dla larw martwych (probek, ktore nie przeszty
pomyslnie w stan anhydrobiozy) warto$¢ ta byta mniejsza i wyniosta 0.073+0.008. Wartosci
te sg wyzsze od poziomu wyznaczonego dla niektérych innych uktadéw biologicznych, np.
dla czystego DNA, ktory wynosi 0.057+0.010 (Haranczyk i in. 2010). Natomiast mozemy je
réwniez poréwnaé¢ z wartoSciami dla pokryw niektorych chrzgszczy, np. dla Liparus
glabrirostris parametr ten jest rowny 0.037 + 0.004 (Haranczyk i in. 2012b), dla niektorych
porostoéw antarktycznych, np. dla U. antarctica 45 =0.101 £ 0.018 (Haranczyk 2003), czy tez
u Cetraria aculeata A = 0.04 + 0.02 (Haranczyk i in. 2016). Réznice w wartosci poziomu
hydratacji Af moga $wiadczyé o zroznicowaniu gestosci miejsc wiazacych wode na
powierzchniach réznych probek biologicznych.

Amplituda frakcji wody $cisle zwiazanej AT dla probek anhydrobiotycznych jest
najnizsza dla h = 63% i wynosi 0.09 = 0.01 i ro$nie wraz ze wzrostem wilgotnosci do 0.25 +
0.02 dla poziomu uwodnienia 88%. Usredniony czas hydratacji frakcji wody $ci$le zwigzanej
dla zakresu wilgotno$ci od 63% do 88% to (3.32 + 0.71) h. Po nasyceniu frakcji wody silnie
zwigzanej, wraz z dalszym wzrostem wilgotnos$ci otoczenia, wigze sie kolejna frakcja wody
(luzno zwigzanej) o dtuzszym czasie hydratacji wynoszacym dla 93% (23.22 + 21.82) h. Dla
hydratacji w atmosferze o wilgotnosci wzglednej 97% oraz 100% zaobserwowano tylko jedna
frakcje wody (luzno zwigzanej) 0 amplitudzie A5 Wody $cisle zwiazanej nie udato sie
zaobserwowaé. Dla p/po = 97% czas hydratacji wyniost (22.61 + 4.45) h, natomiast dla
wilgotno$ci 100% - (16.49 £ 4.1) h.

Dla larw martwych amplituda A} jest najnizsza dla h = 76% (0.078 + 0.009), przy
réwniez najmniejszym czasie hydratacji t;°* = (4.7 £ 2.6) h. Z kolei dla h = 100% udziat tej
frakcji wody jest najwyzszy 1 wynosi 1.26 £ 0.09, przy czasie (6.9 = 2.1) h. Najwyzszy czas
hydratacji tf* wynosi (8.9 + 2.2) h dla poziomu uwodnienia 97%.

Porownujac larwy P. vanderplanki do innych uktadéw biologicznych, mozemy
stwierdzi¢, ze uzyskane amplitudy frakcji wody $cisle zwigzanej A} s3 wyzsze niz np. w
niektorych kompleksach DNA (np. dla DNA — CTMA parametr ten jest rowny 0.039 + 0.004
(Haranczyk i in. 2012b)) czy porostach ( np. dla C. aculeata 0.034 + 0.009 (Haranczyk i in.
2016)). Czasy hydratacji tf sg z kolei podobne z czasami innych probek biologicznych, tak
dla wspomnianego kompleksu wynosi on (1.04 + 0.21) h, z kolei dla porostu (3.31 + 0.93) h.
Czas t7 dla DNA — CTMA to (19.1 + 3.2) h, dla C. aculeata to (25.5 + 7.8) h (Haranczyk i
in. 2012b, Haranczyk i in. 2016).
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Tabela 8. Parametry kinetyki hydratacji larw zywych dla wysokich wilgotnosci

h A3 t1 [h] At t3 [h] A3
63% 0.09 £ 0.01 - -
76% 0.13£0.01 - -

3.32+0.71
88% | 0.093+ 0.25+0.02 - -
93% 0.006 0.34£0.36 [23.22+21.82| 0.38+0.34
97% 22.61 £4.45 | 0.97 +0.05
100% 1649 £4.1 | 1.16+0.08

Tabela 9. Parametry kinetyki hydratacji martwych larw P. vanderplanki dla hydratacji z fazy

gazowej, wysokie wilgotnosci atmosfery

p/po Ab th [h] Ab
52% 133069 0.166 = 0.016
63% 72148 0.081 = 0.013
76% 47126 0.078 = 0.009
0.073 % 0.008
88% 1.51 £0.55 0.286 £0.021
97% 89102 0.931 < 0.052
10090 6.9+2.1 1.26 £ 0.09

Catkowity poziom uwodnienia rehydratowanych z fazy gazowej w atmosferze o
wysokich wilgotnosciach wzglednych zywych oraz martwych larw P. vanderplanki w
przedstawiono w Tabeli 10. W przypadku larw zywych, poziom hydratacji nasyceniowej
wzrasta wraz ze wzrostem uwodnienia. Dla larw martwych obserwujemy nizszy poziom

hydratacji przy wilgotno$ci wzglednej atmosfery p/po = 63% i 76%.
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Tabela 10. Catkowity poziom uwodnienia z atmosfer o wysokich wilgotnosciach wzglednych

LARWY ZYWE LARWY MARTWE
p/po c" p/po c"
63% 0.187 = 0.002 52% 0.239 + 0.046
76% 0.222 +0.018 63% 0.154 = 0.004
88% 0.337 £0.075 76% 0.151 +0.002
93% 0.806 + 0.125 88% 0.359 + 0.106
97% 1.06 + 0.106 97% 1.01 +£0.06
100% 1.26+ 0.166 100% 1.34 + 0.098

3.4.2. lzoterma sorpcji

Catkowite poziomy uwodnienia zebrane w funkcji wilgotnosci wzglednej atmosfery
umozliwity skonstruowanie izoterm sorpcyjnych dla rehydratowanych larw P. vanderplanki.
Uzyskane izotermy sorpcyjne miaty ksztatt funkcji sigmoidalnej charakterystyczny dla sorpcji
wielowarstwowej. Dopasowano do nich dwa modele izotermy sorpcyjnej — model izotermy
BET oraz model izotermy Denta (GAB). Model Denta (GAB) lepiej opisuje dane
eksperymentalne. lzotermy sorpcyjne otrzymane dla larw P. vanderplanki sa anomalne,
podobnie jak te otrzymane dla kutikuli stawonogdéw, pokryw chrzaszczy Liparus glabrirostris
(Haranczyk i in. 2012b). Otrzymane dopasowania modelu BET i Denta (GAB) do izoterm
sorpcyjnych dla zywych i dla martwych larw P. vanderplanki przedstawiono na Rycinach 44 i
45.
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Rycina 44. Izoterma sorpcyjna dla larw zywych Polypedilum vanderplanki: dopasowanie
modelu BET — linia przerywana, dopasowanie modelu Denta (GAB) — linia ciagta
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Rycina 45. 1zoterma sorpcyjna dla larw martwych Polypedilum vanderplanki: dopasowanie
modelu BET — linia przerywana, dopasowanie modelu Denta (GAB) — linia ciagta

Wedlug modelu Denta frakcja wody wysycajacej pierwotne miejsca wigzace dla
zywych larw P. vanderplanki jest rowna AM/my = 0.0749 + 0.0017, natomiast dla larw
martwych wynosi 0.0611 + 0.0215. Otrzymane wartosci sg zblizone do otrzymywanych dla
grzybow zlichenizowanych i dla kompleksow DNA-surfaktant. Np. dla porostu o plesze

listkowatej, Usnea antarctica, AM/mg = 0.073, a dla porostu o plesze krzaczkowej Usnea
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aurantiaco-atra AM/my = 0.063 (Haranczyk 2003; Haranczyk i in. 2006). Natomiast dla
kompleksu DNA-BA 0.0568+0.0046, a dla kompleksu DNA-CTMA AM/my = 0.102+0.021
(Haranczyk i in. 2012b).

Warto$ci parametru b, ktérego réznica od wartosci 1 jest miarg stosowalnosci modelu
Denta, wyniosty dla larw anhydrobiotycznych 0.95 + 0.01, a dla larw martwych 0.94 + 0.06.
Warto$ci tego parametru sg zblizone na przyktad dla kompleksow DNA-surfaktant czy dla
czystego DNA (warto$¢ b wynosi 0.965 (Haranczyk i in. 2010)). Dla pokryw chrzaszczy L.
glabrirostris parametr wynosi b = 0.865.

Wkiad od nicobsadzonych pierwotnych miejsc wigzacych przy wilgotnosci wzglednej
h = 100% wyrazony w procentach wyniost 0% dla larw zywych i 0.02% dla larw martwych
(nieanhydrobiotycznych). Jest on znacznie nizszy niz w przypadku kompleksow DNA, ale na
podobnym poziomie jak u L. glabrirostris. Parametry dopasowania izotermy sorpcyjnej w

postaci sigmoidy dla modelu BET oraz Denta zestawiono w Tabeli 11.

Tabela 11. Parametry dopasowania izoterm sorpcyjnych dla larw P. vanderplanki

MODEL DENTA MODEL BET
1/b,
b 1/b1 [0/0] AM/mo AM/mo
[%0]
larwy
0.95+0.01| 0+£0.001 0.0749 +0.0017 0 0.0665 +0.0133
zZywe
larwy
0.94+0.06| 0.016=0.006 | 0.0611 +0.0215 0 0.0451 +0.0052
martwe

Dla oceny stosowalnosci poszczegdlnych modeli teoretycznych — sorpcji
wielowarstwowej, uzyskane izotermy przedstawiono w postaci parabolicznej. W takiej
reprezentacji krzywa opisujaca izoterm¢ dla modelu BET przechodzi dla wilgotnosci 100%
przez zero. Odstepstwo od tej wartosci jest miarg stosowalno$ci modelu Denta. Skoro
parabola znaczaco wyzej przechodzi powyzej zera, uznano, ze parabola dopasowana do
danych modelem Denta lepiej opisuje izotermg sorpcyjna dla larw P. vanderplanki niz model

BET. Otrzymane dopasowania przedstawiono na Ryc. 46 i 47.
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Rycina 46. Posta¢ paraboliczna izotermy sorpcyjnej dla zywych larw Polypedilum
vanderplanki, linia przerywana — model BET, linia ciagta — model Dent (GAB)
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Rycina 47. Posta¢ paraboliczna izotermy sorpcyjnej dla marwych larw Polypedilum
vanderplanki, linia niebieska przerywana — model BET, linia ciggta — model Dent (GAB)

Parametry dopasowania izotermy sorpcyjnej w postaci parabolicznej dla modelu Denta
oraz odpowiadajace wspotczynnikom A, B, C parametry AM/myg, 1/b;, b, (Tabela 12).
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Tabela 12. Wartos$ci parametréw dopasowania izoterm sorpcyjnych w postaci parabolicznej

1/b,
A B C b AM/mg
[%0]
zywe 0 13.4+04 | 12.8+0.4 0.95 0 0.0746
martwe 0 154+2.1|146=+2.4 0.95 0.016 | 0.065

3.5. Pomiary magnetycznej relaksacji ‘H-NMR dla larw
Polypedilum vanderplanki

Pomiary relaksacji *H-NMR larw P. vanderplanki hydratowanych z fazy gazowej
przeprowadzono w zakresiec Am/my = 0.01 — 0.16. Larwy uwodnione z fazy gazowej do
poziomu powyzej okoto 20% nie wykazywaty aktywno$ci po umieszczeniu ich nastgpnie w
wodzie ciektej (larw uwadniane z fazy gazowej w nizszych wilgotno$ciach wzglednych po
zanurzeniu w wodzie cieklej powracaty do petnej aktywnosci).

Sygnaty zaniku swobodnej precesji ‘H-NMR (FID) dla protonéw dopasowano funkcja
bedaca sumg jednej funkcji Gaussa, 0 amplitudzie S, pochodzaca od znaczaco
unieruchomionych protonéw matrycy statej larw oraz dwoch funkcji eksponencjalnych o
amplitudach L i L, pochodzacych od mobilnych protonéw frakcji wody scisle i wody luzno

Zwiazanej:

FID(t)=y,+S exp{— (Tt*

2G

t t
)2} rhexp(-)+Lexp(-—. ) s

211 2L2

Stata yo to sktadowa stala zmierzonej sily elektromotorycznej, ktéra wynika z ustawien
odbiornika. Jej warto$¢, moze by¢ rdézna od zera, co wynika z powodoéw aparaturowych, a nie
sygnatu od probki. T;; to czas relaksacji spinowo-spinowej dla sktadowej znacznie
unieruchomione;j (ciata statego), Ty i Tor» sa efektywnymi czasami relaksacji poprzecznej

dla sktadowych mobilnych (cieczowych).

3.5.1. Pomiary zaleznosci hydratacyjnych zaniku swobodnej precesji *H-
NMR FID dla protonéw u zywych larw Polypedilum vanderplanki

3.5.1.1. Sygnal skladowej statej ‘H-NMR FID
Wybrane zaniki swobodnej precesji 'H-NMR FID zmierzone dla larw

anhydrobiotycznych przedstawione zostaly na Ryc. 48. Na wykresach przedstawiajacych
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zanik swobodnej precesji od frakcji statej sygnatu nie zaobserwowano charakterystycznej

,»falki” typowej dla funkcji Abragama (112), dlatego tez nie dopasowano tego modelu.

100 ' '

T
$=39.39£0.46
T56=(17.19 £0.19) ps

L, =14.21+£0.69
T;11 =(85.84+9.3) s

FID [j.u.]

L,=9.32+0.51

Tj, = (848.2 £259.8) ps
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$=28.89+0.59
T56=(17.40 £ 0.31) ps

L; =15.52+£0.65

FID [j.u.]

oo L,=22.82+0.54

101

T3, = (840.7 £94.7) us -

0 400 800 1200 1600
t [us]
b)
Rycina 48. Sygnat zaniku swobodnej precesji 'H-NMR FID dla zywych larw P. vanderplanki
uwodnionych do poziomu: a) Am/m,=0.077, b) Am/m,= 0.122

Efektywny czas relaksacji spinowo-spinowej dla protonéow matrycy stalej zywych
larw P. vanderplanki wynosit okoto Tyz = 17 ps. Jego warto$¢ tylko nieznacznie zmieniata si¢
wraz z uwodnieniem larw, co sugeruje, ze podczas procesu hydratacji matryca stala nie
zmienia sie znaczaco. Jest to warto$¢ bliska warto§ciom otrzymanym dla innych uktadow

biologicznych (np. dla porostu Umbilicaria aprina wynosita Tsz = 19 ps (Haranczyk i in.
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2008), dla kutikuli chrzaszczy Liparus glabrirostris wynosita okoto 20 us (Haranczyk i in.
2012b), oraz dla innych statych tkanek, takich jak: szkliwo zebow (Haranczyk 2003), dla
liofilizatow bton fotosyntetycznych (Haranczyk i in. 2015), dla kory czy tyka drewna
(Haranczyk i in. 1998)). Wykorzystano wiec amplitude sktadowej statej, S, do skalowania
sktadowej cieczowej sygnatu 'H-NMR FID, L/S.

3.5.1.2. Zaleznos¢ hydratacyjna sygnalu cieczowego 'H-NMR FID
Dla hydratowanych z fazy gazowej larw P. vanderplanki wartosci efektywnych

czasOw relaksacji spinowo-spinowej frakcji protonéw mobilnych, Lj, stabo zaleza od
poziomu hydratacji i sg rowne okoto T,y = 72 ps, natomiast dla sktadowej o najdtuzszym
czasie zaniku, L, zmierzono Ty, = 912 ps. Dwie sktadowe wody zwigzanej zaobserwowano
wczesniej m. in. w plechach grzyboéw zlichenizowanych (Haranczyk i in., 2008), w
pokrywach chrzgszczy (Haranczyk i in. 2012b), czy w kompleksach DNA-surfaktant
(Haranczyk i in. 2012a).

Hydratacyjne zalezno$ci efektywnych czaséw relaksacji  spinowo-spinowej

zaobserwowanych dla obu frakcji protonéw mobilnych przedstawiono na Rycinie 49.

10004 o & & &, &, a
)
=
+
1004 _ .o )
o o]
o
[ ) L) L] o © ° ° °
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0.00 004 0.08 0.212 0.16
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Rycina 49. Zalezno$¢ hydratacyjna efektywnych czasow relaksacji spinowo-spinowej *H-
NMR FID dla protonéw larw zywych P. vanderplanki: (e) frakcja stata, (o) frakcja wody

Scisle zwigzanej, (A) frakcja wody luzno zwigzane;j

Zaleznos¢ hydratacyjna amplitudy catkowitego sygnatu cieczowego wyrazonego w

jednostkach sygnatu statego, (L;+ L,)/S , przedstawiona zostala na Rycinie 49. Nie jest ona
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zalezno$cig liniowg, natomiast opisana zostala funkcjg wymierng. Dopasowano funkcje w

postaci:

Ltts (3m) _ 2P (135)

My

gdzie A=3.78+1.93,B=0.225+0.107,C=-3.83£0.71.

Wspotezynnik B jest miarg ilosci wody zaputapkowanej w odwodnionej probee, ktora to ilos¢
nie jest wykrywalna metodami grawimetrycznymi. Zaobserwowano wystepowanie bardzo
matej puli wody putapkowanej (wspodtczynnik B jest powyzej zera). Taka frakcja wody
zostala zaobserwowana réwniez w liofilizowanych btonach fotosyntetycznych pszenicy
(Haranczyk i in. 2006a).

Wymierna posta¢ zaleznosci hydratacyjnej sygnatu od frakcji mobilnej $wiadczy o
obecnosci frakcji statej rozpuszczalnej w wodzie (Haranczyk i in. 1999, 2016, 2017). Gdy
rozpuszczalna frakcja stata, w catosci zostaje rozpuszczona, zaleznos¢ hydratacyjna sygnatu
cieczowego na jednostke sygnatu statego staje si¢ funkcjg liniowa (Haranczyk i in., 1999).
Nie zaobserwowano jednak takiego efektu w badanych prébkach. Innym mechanizmem
wywotujacym wymierng forme¢ wzmiankowanej =zaleznosci jest akcja enzymatyczna
lichenazy w organizmie budzacym si¢ ze stanu anhydrobiozy, grzybach zlichenizowanych z
gatunku Cetraria aculeata (Haranczyk i in. 2016), czy Turgidosculum complicatulum (Bacior
iin. 2017).

N
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(L+Ly)is
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Rycina 50. Zalezno$¢ hydratacyjna cieczowego sygnatu 'H-NMR FID, wyrazonego w
jednostkach sygnatu statego, (L1+ L,)/S, dla zywych larw P. vanderplanki; do danych
dopasowano funkcje wymierng postaci (135) - linia ciggta
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3.5.2. Pomiary zaleznosci hydratacyjnych zaniku swobodnej precesji dla
protonéw ‘H-NMR FID u martwych larw P. vanderplanki

3.5.2.1. Sygnal skladowej stalej w funkcji FID

Podobnie jak w przypadku zywych larw P. vanderplanki sygnal zaniku swobodne;j
precesji dla protonéw 'H-NMR FID, dobrze opisywany jest superpozycja jednej funkcji
Gaussa 0 amplitudzie S oraz dwoch sktadowych zanikajgcych eksponencjalnie o amplitudach
L, i L, Przykladowe sygnaty ‘H-NMR FID dla larw martwych (nieanhydrobiotycznych)
pokazano na Ryc. 51. W przypadku tych probek rowniez nie zaobserwowano wystepowania

na wykresach ,,falki” typowej dla funkcji Abragama.

100

' ' ' S=4465%053 ' ]
Tj.= (1696 £ 0.19) s ]
L, =14.50+0.61 ]
T5y, = (75.02 + 7.89) ps 1
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s . = (871.7 £ 176.7) ps
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FID [j.u]

104 s=28.01+064 .
1 Ty,=(17.83+033) ps ]
L;=19.01+0.68
T;11 = (68.86 = 5.87) us
L,=3553+0.81
TZ*LZ = (9847 + 856) us
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b)
Rycina 51. Sygnat zaniku swobodnej precesji dla protonéw *H-NMR FID martwych larw
Polypedilum vanderplanki uwodnionych do poziomu: a) Am/mg = 0.07, b) Am/mo = 0.136

Efektywny czas relaksacji poprzecznej dla znaczaco unieruchomionych protonow
zmierzony w eksperymencie *H-NMR FID dla martwych larw P. vanderplanki wynosit po
usrednieniu T5z = 17 ps. Jego warto$¢ nieznacznie wzrastala wraz ze wzrostem poziomu
uwodnieniem probek (najnizsza warto$¢ to 16.54 us, z kolei najwyzsza warto$¢ 18.06 us).
Warto$¢ czasu jest zblizona do uzyskanej dla probek anhydrobiotycznych. Amplitude
sktadowej statej S, podobnie jak w probce larw zywych, uzyto do skalowania cieczowej

sktadowej sygnatu zaniku swobodnej preces;ji.

3.5.2.2. Zalezno§é¢ hydratacyjna sygnatu cieczowego "H-NMR FID
W probkach martwych larw P. vanderplanki rowniez wyodrebniono dwie sktadowe

protonéw réznigcych si¢ mobilnoscig, a mianowicie sygnat pochodzacy od protonéw wody
Sci$le zwigzanej oraz sygnat pochodzacy od protonow wody luzno zwigzanej. Usredniona w
funkcji poziomu uwodnienia warto$¢ czasow relaksacji dla wody $cisle zwigzanej wyniosta
T4 = 68 s, z kolei dla sktadowej od wody luzno zwigzanej, L, zmierzono czas wynoszacy
okoto Ty;5 =950 ps. Wartos$ci sg zblizone do otrzymanych dla larw zywych. Warto$ci czaséw
relaksacji dla wszystkich sktadowych sygnatu FID dla badanych nieanhydrobiotycznych larw

P. vanderplanki zostaty przedstawione na Rycinie 52.
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Rycina 52. Zalezno$¢ hydratacyjna efektywnych czasow relaksacji spinowo-spinowej *H-
NMR FID dla protonéw martwych larw P. vanderplanki: (e) frakcja stata, (o) frakcja wody
Scisle zwigzanej, (A) frakcja wody luzno zwigzanej

Zalezno$¢ Hydratacyjna calkowitego sygnatu cieczowego wyrazonego w jednostkach
sygnatu statego, (L1+Lo)/S, jest opisana funkcja liniowa

(LLJSFLZ [Amj:(13.19J_r1.83)-(mJ+(0.16i 0.18)) | zostata przedstawiona na Ryc. 53. Posta¢
m, m,

liniowa funkcji wskazuje na nieobecno$¢ frakcji stalej rozpuszczalnej w wodzie. Warto
zauwazy¢, ze dopasowanie funkcji wymiernej, w szczegélnym przypadku martwych larw
moze tez wchodzi¢ w gre. W takim przypadku parametry dopasowania to: A =7.69 + 2.56, B
=0.309 + 0.231, C = -2.13 £ 1.97. Otrzymany wspotczynnik B jest nieco wyzszy dla larw
martwych co moze $wiadczy¢ o wigkszej ilosci wody zaputapkowanej w odwodnionej
probce. Oznaczaloby to, ze nieliniowy ksztalt zalezno$ci hydratacyjnej wynika z

aktywowania procesOw zyciowych w trakcie rehydratacji larwy.
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Rycina 53. Zalezno$¢ hydratacyjna cieczowego sygnatu "H-NMR FID, wyrazonego w
jednostkach sygnatu statego, (L1+ L,)/S, dla martwych larw P. vanderplanki; do danych
dopasowano funkcj¢ liniowg - linia ciagta

3.6. Spektroskopia *H-NMR larw Polypedilum vanderplanki

Wplyw poziomu uwodnienia i temperatury na larwy P. vanderplanki badano rowniez

metoda *H-NMR w domenie czestosci (dla 300 MHz).

3.6.1. Analiza ksztaltu i pomiary zaleznosci hydratacyjnych widm ‘H-NMR

dla rehydratowanych zywych larw P. vanderplanki
Widma 'H-NMR dla zywych larw P. vanderplanki zarejestrowano w zakresie

uwodnien uzyskiwanych z fazy gazowej zakresach do Am/my = 0.161. Wykonano roéwniez
dodatkowe pomiary dla hydratacji rownych Am/mg = 0.31 oraz Am/mg = 0.34.

Dla zakresu hydratacji nizszych, az do Am/my = 0.161, wyodrebniono jedng sktadowsg
widma pochodzaca od protonéw unieruchomionych w znacznym stopniu a opisang funkcja
Gaussa oraz jedng, usredniong sktadowa pochodzaca od protonéw mobilnych, cieczowa,

dobrze przyblizong funkcja Lorentza:

B As-/In4 B [v—-ve ’ 2A, Av,
Alv)=Y, +AVG.Wexp[ 2In4 [ Av. j ]+ . [4-(v—vL)2+Avf](136)

gdzie ¥, jest sktadowsa statg sygnalu zwigzang z aparaturg pomiarowa, 4, i A; s3a polami

powierzchni pod pikami Gaussa i funkcji Lorentza, odpowiednio; Avg, Av; to szerokoSci
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potowkowe funkcji Gaussa i funkcji Lorentza; natomiast vz oraz v, sg potozeniami srodkow
linii Gaussa i linii Lorentza.

Dla najwyzszych poziomoéw hydratacji (Am/mg = 0.31 oraz Am/mgy = 0.34), sygnal
cieczcowy wzrasta 1 nie udato sie wyodrgbni¢ sktadowej statej widma. Dla poziomu
uwodnienia Am/mo = 0.31 oraz dla Am/my = 0.34 stwierdza si¢ tylko jedng waska lini¢
cieczowg o ksztatcie funkcji Lorentza:

2A Av
A — + L L . 137
(V) Yo T |:4-(V—VL)2+AVE:| ( )

Rycina 54 przedstawia wybrane widma dla niskiego i dla wysokiego poziomu uwodnienia
(Am/mgy = 0.024 oraz Am/mg =0.31).

100 50 0 50 100
f [kHZ]
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Rycina 54. Widmo *H-NMR larw zywych P. vanderplanki uwodnionych do poziomu a)
Am/mo = 0.024, dopasowane ztozeniem funkcji Gaussa i Lorentza; oraz b) - uwodnionych do
Am/my = 0.31, dopasowane wylgcznie funkcjg Lorentza: (0) - zmierzone widmo, linia ciggla
— dopasowany ksztatt funkcji

Widma zebrane dla zakresu hydratacji do Am/my = 0,161 zostaly zestawione na

zbiorczej Rycinie 55.

1100 -80 -60 40 20 0 20 40 60 80 100
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Rycina 55. Widma *H-NMR zmierzone dla temperatury pokojowej w funkcji poziomu
hydratacji dla zywych larw Polypedilum vanderplanki
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Potozenia $rodkéw skladowych widma opisanych funkcjga Gaussa wynosza po
usrednieniu vz = 4.3 kHz wzgledem czgstotliwosci rezonansowej protondw swobodnych w
polu magnetycznym o indukcji 7 T, aczkolwiek charakteryzuje je duzy rozrzut. Polozenie linii
sygnatu cieczowego ma $rednig warto$¢ v, = (2.8 + 0.4) kHz. Warto$ci potozenia wzrastaja
wraz ze wzrostem poziomu hydratacji probek. Na Rycinach 56a i 56b przedstawiono

zaleznos$¢ potozen srodkéw obu linii wyrazonych w funkcji uwodnienia.
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Rycina 56. Potozenia srodkow linii sktadowe;j stalej (@) oraz sktadowej cieczowej (0) widma
'"H-NMR dla zywych larw Polypedilum vanderplanki wyrazone w funkcji poziomu
uwodnienia: a) sktadowa widma pochodzaca od protondw o mocno ograniczonej mobilnosci,
b) sktadowa widma pochodzaca od protonéw mobilnych

Szeroko$¢ potdwkowa sktadowej widma pochodzacej od ciala statego jest rowna Auvg=
(39.98 + 2.74) kHz (Ryc. 57). Jej szerokos¢ potowkowa wskazuje na wystepowanie pol
lokalnych o wartosci rzedu 1 mT. Dla badanych pozioméw uwodnien, w ktorych mozliwe
bylo wyodrgbnienie sktadowej statej, jej zmiany sg bardzo niewielkie. Dla sktadowej widma

opisanej funkcja Gaussa, czas relaksacji poprzecznej moze zosta¢ policzony z rOwnania:

Ty = V2

e Aug (138)
Wyniost on okoto 11us, co jest warto$cig krotsza, niz wyznaczona w eksperymentach
relaksacyjnych.

Z widma wyodrebniono jedna, usredniong sktadowa cieczowa, do ktorej dopasowano
funkcje Lorentza o szeroko$ci potdwkowej okoto Avy =~ (2.26 + 0.27) kHz, i odpowiada
warto$ci efektywnego czasu relaksacji spinowo-spionowej, T, , rownej okoto 140 ps , co
odpowiada warto$ci czasu relaksacji dla protondw wody $cisle zwigzanej (Rycina 57). Dla

sktadowej cieczowej widma, czas relaksacji spinowo — spinowej wyznaczono z zaleznosci:
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Rycina 57. Szerokosci potdwkowe sktadowej statej (@) oraz sktadowej cieczowej (0) widma
'H-NMR dla zywych larw Polypedilum vanderplanki wyrazone w funkcji poziomu
uwodnienia

Zaleznos¢ hydratacyjna sygnatu cieczowego wyrazonego w jednostkach sygnatu
statego AL/As jest nieliniowa, dlatego do danych do$wiadczalnych dopasowano funkcje

wymierna postaci:

o o (140)

gdzie parametry uzyskane z dopasowania wyniosty: A =11.66 +3.62, B =0.249+0.142, C =
-1.52 £ 0.99. Jest to zachowanie zgodne do zaobserwowanym w domenie czasu.

(ﬂﬂ: III) stuzy jako miara ilosci wody zaputapkowane; w

Mg

Wspotczynnik E = j—i

odwodnionej probece, niewykrywalnej metodami grawimetrycznymi. Otrzymany wynik jest
zblizony do wyznaczonego metoda NMR w domenie czasu. Nieliniowa forma zaleznosci
hydratacyjnej sygnatu pochodzacego od protonéw mobilnych oznacza obecnosé frakcji stalej

rozpuszczalnej w wodzie (Haranczyk i in. 1999, 2016, Bacior i in. 2017).
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Rycina 58. Hydratacyjna zalezno$¢ sktadowej cieczowej widma *H-NMR, wyrazonej w
jednostkach sktadowej statej suchej masy, Am/my, dla zywych larw Polypedilum
vanderplanki. Do punktow pomiarowych (o) dopasowano funkcje wymierng (135) — linia
ciggta

3.6.2. Analiza ksztaltu i hydratacyjne pomiary widm ‘H-NMR dla

martwych larw P. vanderplanki
Widma 'H-NMR dla martwych larw P. vanderplanki hydratowanych z fazy gazowej

zarejestrowano w zakresie uwodnien do Am/mg = 0.17. Warunki wybrano jak przy pomiarach
w domenie czasu.

Widma *H-NMR dla probek o niskim poziomie uwodnienia (do Am/mg = 0.17) sa
superpozycja jednej szerokiej linii o ksztalcie dobrze przyblizonym funkcja Gaussa,
pochodzacej od unieruchomionych w znacznym stopniu protonow (ciata statego) oraz jednej
waskiej linii od protonéw mobilnych, cieczowej, opisanej funkcja Lorentza zgodnie z
roOwnaniem (136).

Na Rycinie 59 przedstawiono przykladowe widmo 'H-NMR zmierzone w

temperaturze pokojowej dla probki martwych larw P. vanderplanki o uwodnieniu Am/mg =
0.024.
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Rycina 59. Widmo *H-NMR martwych larw Polypedilum vanderplanki uwodnionych do
poziomu Am/mg = 0.024. Widmo jest ztozeniem pojedynczej funkcji Gaussa oraz funkcji
Lorentza: (o) - zmierzone widmo, linia ciaggta — dopasowany ksztatt funkcji

Zebrane widma w zalezno$ci od poziomu uwodnienia probek zostaty przedstawione

na Rycinie 60.
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Rycina 60. Widma *H-NMR dla martwych larw Polypedilum vanderplanki zestawione w
funkcji poziomu hydratacji zarejestrowane w temperaturze pokojowej

Potozenia srodkow dopasowanych funkcjg Gaussa sktadowych widma po usrednieniu

wynosza vz ~ 4.7 kHz i rowniez charakteryzuje je duzy rozrzut. Srodki dopasowanych
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funkcja Lorentza sktadowych widma sygnatu cieczowego majg pozycje okoto v, = (2.8 + 0.3)
kHz rosnaca wraz ze wzrostem poziomu hydratacji larw. Zalezno$¢ potozen srodkéw pikow

w funkcji uwodnienia pokazano na Rycinie 61.

a)
100000
N
Z ’ o
10000+ . . 23200+ .
N e o hd
L . . .
o o
> 1000 1 28004
. a
100‘ o
2400+ =
lo T T T T T T T T
0.00 0.04 0.08 0.12 0.16 0.00 0.04 0.08 0.12 0.16
Am/m Am/m
b) ° c) 0

Rycina 61. Potozenia $rodkow linii sktadowe;j statej (@) oraz cieczowej (0) widma 'H-NMR
dla martwych larw Polypedilum vanderplanki wyrazone w funkcji uwodnienia:
a) - sktadowa stata w skali logarytmicznej, b) - rosngcy charakter sktadowej cieczowe;j

Szeroko$¢ potowkowa skladowej stalej widma wynosi dla martwych larw P.
vanderplanki Avg~ (40.73 + 2.60) kHz (Ryc. 62). Jej zmiany, podobnie jak w przypadku larw
zywych sa niewielkie, a warto$¢ jest zblizona. Pole pod powierzchnig piku Gaussa postuzyto
do skalowania pola pod sktadowymi widma opisanymi funkcjami Lorentza. Dla sktadowe;j
stalej widma, czas relaksacji spinowo - spinowej wyznaczony z rdGwnania (138) wynidst okoto
11ps.

Podobnie jak dla zywych larw zarejestrowano jedng, usredniong sktadowa cieczows,
opisang funkcja Lorentza. Uéredniona szeroko$¢ potdéwkowa wynosi okoto Avy = (1.78 +
0.33) kHz (Rycina 62). Dla sktadowej cieczowej, czas relaksacji poprzecznej, wyliczony z
zalezno$ci (139) wyniost okoto 179 ps.

Wprawdzie dla prébek martwych i1 dla Zywych otrzymano zblizone warto$ci
szerokosci poldéwkowych funkcji Gaussa, jednak szerokosci potdwkowe funkcji Lorentza
opisujacych sktadowe mobilne widma 'H-NMR sg nizsze dla probek martwych. Sugeruje to,

Ze proces zatrzymania czynnosci zyciowych zwigkszyl mobilno$¢ wody zwigzanej w probce.

127



100 . . . — | A%
. o Ay,
N
é ) e 0%ee 9% o o0 b °
o)
<

104 E
DD Dmﬂn og O o o o o
l T T T T
0.00 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20
Am/m,

Rycina 62. Szerokosci poldwkowe skladowej stalej (@) oraz cieczowej (o) widma *H-NMR
dla martwych larw Polypedilum vanderplanki wyrazone w funkcji poziomu uwodnienia

Hydratacyjna zalezno$¢ sygnatu cieczowego wyrazonego w jednostkach sygnatu
stalego AL/As jest liniowa, co wskazuje na nicobecnos¢ frakcji statej rozpuszczalnej w wodzie
(Ryc. 63). Do uzyskanych danych doswiadczalnych dopasowano funkcj¢ liniowa:

AL(Amj =(13.37 i1.41)-(Amj+(0.80i 0.11). (141)
AS mO mO
Wydaje si¢, ze w larwach martwych jest mniej, lub nie ma w ogole, frakcji stalej
rozpuszczalnej w wodzie chocby dlatego, ze nie syntezuja one trehalozy na takim poziomie

jak larwy zywe.
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Rycina 63. Hydratacyjna zalezno$¢ sktadowej cieczowej widma ‘H-NMR, wyrazonej w
jednostkach sktadowej statej suchej masy, 4m/my, dla martwych larw Polypedilum
vanderplanki. Do punktow pomiarowych (o) dopasowano funkcje liniowa —linia ciagta
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3.6.3. Czas relaksacji poprzecznej T,
Sekwencja Carra-Purcella-Meibooma-Gilla jak i sekwencja echa Hahna umozliwiaja

wyznaczenie rzeczywistego czasu relaksacji poprzecznej, T,. Odstep czasowy 2t pomigdzy
poczatkiem sekwencji, a echem spinowym wyklucza obserwacje skladowej sygnalu
pochodzacej od mato mobilnych protondéw 1 pozwala na obserwacje wytacznie skladowej
cieczowej. Do ech zanikajacej w czasie sktadowej poprzecznej zarejestrowanych podczas
sekwencji echa Hahna (2't = 60 ps) dopasowano superpozycje dwoch funkcji
eksponencjalnych. Dla maksymalnie odwodnionych probek uzyskano dla larw zywych czasy
T, rowne 266 us oraz 7.94 ms, z kolei dla probek martwych wynoszace 150 us oraz 9.23 ms.
Czasy te sg zblizone do otrzymanych dla prébek wloséw ludzkich. Wydaje si¢, ze szybko
zanikajaca sktadowa mozna interpretowac, jako pochodzaca od lipidéw, aczkolwiek moze to
by¢ szybka sktadowa w przypadku czesciowej wymiany spinowej dla dwoch podukiadow.
Raczej czas T, sygnatu dla lipidow powinien by¢ krotszy niz otrzymany z pomiaréw
(MacKay 1981). Na przyktad, dla bton fotosyntetycznych wynidst on 83.6 ps. (Haranczyk i
in. 2015).

3.6.4. Widmo 'H-NMR dla zywych aktywnych larw Polypedilum

vanderplanki uwodnionych z fazy cieklej
Widma 'H-NMR dla aktywnych (w pelni uwodnionych z anhydrobiozy larw P.

vanderplanki) zmierzono na spektrometrze Bruker Avance III. Dlugo$¢ impulsu 7/2 = 2.2 ps,
a czas repetycji wynosit 3 s.

Dla aktywnych larw P. vanderplanki, widmo 'H-NMR, drastycznie rozni si¢ od
takiego dla larw zdehydratowanych lub dla hydratowanych z fazy gazowej. Sygnat
pochodzacy od protondéw o matej ruchliwosci nie jest widoczny. Widmo dobrze opisane przez
superpozycje pigeciu skladowych pochodzacych od roéznych frakcji bardzo mobilnych
(cieczowych) protonéow (Ryc. 64) zostalo dopasowane przy uzyciu superpozycji pigciu
funkcji Lorentza, wedlug wzoru:

5. 2 1%
AV)=Y ,/?[4. o } (142)

— (v -V, )2 +A vi

gdzie A, to amplitudy kolejnych frakcji wody opisanych przez funkcje Lorentza, Avy. to
szeroko$ci potdwkowe kolejnych funkcji sktadowych, natomiast v, sa potozeniami Srodkow

kolejnych sktadowych linii.
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Matryca stata larwy P. vanderplanki mogta by¢ czg¢sciowo uwodniona lub pozostaé
niezmieniona pod wzgledem liczby protonow, podczas gdy sygnal pochodzacy od mobilnych
protonéw zawartych w réznych kompartmentach cialta uwodnionej aktywnej larwy
drastycznie wzrastal w procesie rehydratacji. Wynikiem tego byta zupehie inna forma widma
'H-NMR dla aktywnej postaci larwy, w ktorej pozostala czg$¢ sygnatu pochodzacego od

unieruchomionych protonéw nie byta dopasowana.

1-2 T T T T T T T T T
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Rycina 64.Widmo *H-NMR dla larw Polypedilum vanderplanki w postaci aktywnej

(uwodnionej z anhydrobiozy), zarejestrowane dla 300 MHz w temperaturze pokojowej;

dhugos¢ impulsun /2 =2,2 us

Najprawdopodobniej widma ‘H-NMR dla aktywnej, uwodnionej z anhydrobiozy,
larwy P. vanderplanki pokazuja sygnat od $cisle zwiazanej i luzno zwiazanej frakcji wody.
Sygnatu od lipidow nie udato si¢ wyodrebnié. Szerokosci linii dla sktadnikow Lz i dla L,
sugeruja, ze co najmniej linia L3 pochodzi z mocno zwigzanej frakcji wodnej. Inne sktadniki
widma pochodza z wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowych luznych 1 / lub wolnych frakcji
wodnych oraz od wody osadzonej w jelitach larw. Czas aktywacji larwy jest stosunkowo
krotki dla znacznej syntezy metabolicznej duzej ilosci lipidow w ciele larwalnym, w zwigzku
z czym obserwowane linie pochodzg z kilku frakcji wody. Wyniki dopasowan przedstawiono

w Tabeli 13.
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Tabela 13. Warto$ci parametréow widma *H-NMR dla aktywnych zywych larw Polypedilum
vanderplanki. Pola pod poszczegdlnymi liniami sg znormalizowane do obszaru pod widmem.

Kolejna
linia A;. [%] Avy, U,
1 Ay, =(31.3£5.3) % Avy = (422+24) Hz vy, =(2548.549.9) Hz
2 Ay =(36.4£8.2) % Avy_ = (521+59) Hz v, = (2816+16) Hz
3 Ay =(20.7+5.3) % Avy_= (670+110) Hz v, = (3371+18) Hz
4 Ay, =(6.9£3.3) % Avy,, = (390+120) Hz v, = (3852+21) Hz
5 A, =(4.7£1.4) % Avy_ = (245+44) Hz vy, = (4112+12) Hz

3.6.5. Pomiary temperaturowe widm *H-NMR dla larw Polypedilum

vanderplanki
Pomiary widm *H-NMR przy czestotliwoéci 300 MHz w funkcji obnizanej

temperatury wykonano dla larw P. vanderplanki, zarowno dla zywych maksymalnie
odwodnionych oraz o hydratacji Am/mg = 0.122 i Am/my = 0.166 oraz dla probek martwych
wysuszonych.

Zmierzone widmo 'H-NMR jest superpozycja skiadowej stalej opisanej funkcja
Gaussa oraz jednej sktadowej cieczowe] majacej ksztatt funkcji Lorentza zgodnie z formuta

(136).

3.6.5.1. Pomiary temperaturowe widm *H-NMR dla zywych larw P. vanderplanki
Rycina 65 przedstawia rodziny widm 'H-NMR dla calego zakresu zmierzonych

temperatur (miedzy 230 K, a 295 K) dla larw P. vanderplanki zywych skrajnie wysuszonych
oraz uwodnionych do A4m/mq = 0.122 oraz do 4m/mg = 0.166 zmierzone dla temperatur od 230
K do 295 K.
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Rycina 65. Widma *H-NMR dla larw zywych Polypedilum vanderplanki dla: a) skrajnie
wysuszonej probki; b) larw o uwodnieniu Am/mq = 0.122; c) larw o uwodnieniu Am/mg =
0.166, zmierzone dla temperatur od 230 K do 295 K
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Potozenia pikow pochodzacych od skladowej Gaussowskiej charakteryzuje duzy
rozrzut typowy dla szerokiej funkcji Gaussa w przeciwienstwie do stabilnych potozen
srodkow pikow sktadowych Lorentzowskich.. Wraz z obnizaniem temperatury potozenie linii
Lorentza widm *H-NMR probek skrajnie wysuszonych zywych larw P. vanderplanki
przesuwa si¢ w kierunku wyzszych czgstotliwosci od okoto 2 kHz w temperaturze pokojowe;j
do 2.7 kHz w temperaturze 230 K. Dla uwodnienia 4m/mg = 0.122 warto$¢ potozenia
srodkow linii przesuwata si¢ ku nizszym polom wraz z obnizang temperaturg od okoto 3.2
kHz do 2.5 kHz. Natomiast dla zywych larw uwodnionych do 4m/my = 0.166 obnizata si¢ z
obnizang temperaturg od okoto 3.3 kHz w temperaturze pokojowej do 2.6 kHz w 230 K.

Potozenia srodkow linii sktadajacych si¢ na widma przedstawione sg na Ryc.66.
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Rycina 66. Potozenia linii widm "H-NMR dla zywych larw Polypedilum vanderplanki
zmierzone w funkcji obnizanej temperatury; sktadowa dopasowana funkcjg Gaussa (e),
sktadowa opisana funkcjg Lorentza (O0). Poziom uwodnienia: a) larwy skrajnie wysuszone, b)
Am/mgy = 0.122, ¢) Am/mg = 0.166

Linia pochodzaca od frakcji znaczaco unieruchomionych protonéw wysuszonych
zywych larw P. vanderplanki zostata dobrze dopasowana funkcja Gaussa o szerokosci
potowkowej okoto Aug =~ (49 + 3.6) kHz. Szerokos$¢ ta ro$nie wraz z obnizaniem temperatury

od 45 kHz w 295 K do 55 kHz w 230 kHz. W temperaturze pokojowej wynosi okoto 45 kHz.
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Dla larw uwodnionych szerokos$¢ linii Gaussowskiej nie wykazuje tendencji wzrastajacej z
malejaca temperaturg, a mianowicie dla uwodnienia Am/mo = 0.122 usredniona warto$¢
wyniosta Avg = (42 + 3.6) kHz, natomiast dla 4m/mg = 0.166 okoto (40 + 4.4) kHz (Rycina
67). Wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia, usredniona linia od ciala stalego nieznacznie
ulega zwezeniu (od 49 do 40 kHz), co moze by¢ spowodowane niewielkim wzrostem
ruchliwosci protonow ciata statego wraz ze wzrostem hydratacji (do Am/mg = 0.166).

Wraz z obnizaniem temperatury szerokos$¢ potéwkowa linii pochodzacej od sktadowej
cieczowej dla probki anhydrobiotycznych larw P. vanderplanki ro$nie od wartosci okoto 1.5
kHz dla temperatury pokojowej do warto$ci 5.8 kHz dla najnizszej temperatury. Zmiany
szeroko$ci polowkowej linii, Av;, wskazuja na proces stopniowego unieruchamiania
protonéw mobilnych wraz z obnizaniem temperatury. Dla uwodnien Am/mg = 0.122 oraz dla
Am/mo = 0.166 obserwuje si¢ wzrost szerokosci potdowkowej, Auvy, a nastepnie jej spadek wraz
z obnizaniem temperatury. Maksimum obserwujemy dla temperatury 240 K. Dla tych
uwodnien w temperaturze pokojowej szerokos¢ potowkowa linii Lorentza wynosi okoto 2
kHz, natomiast obserwowana przy najnizszej temperaturze 230 K wynosi okoto 6 kHz

(Rycina 67).
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Rycina 67. Zaleznosci temperaturowe szerokosci potowkowych linii Gaussa (@) oraz linii
Lorentza (o) na widmie "H-NMR dla ochtadzania zywych larw Polypedilum vanderplanki: a)
skrajnie wysuszonej probki, oraz b) uwodnionych do poziomudm/mg = 0.122 oraz do

poziomu ¢) Am/mqy = 0.166

Skoro zmiany ksztattu linii Gaussowskiej,
temperatury, jak i poprzez proces hydratacji nie sg znaczne, pole powierzchni pod linig
Gaussa przyjeto za jednostke, do ktorej skalowano sygnaly cieczowe. Stosunek pola

powierzchni pod linig Lorentza do pola pod pikiem opisanym funkcjg Gaussa, A_/Ag, jest
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miarg liczby protonéw we frakcji mobilnej wyrazong w jednostkach protondw matrycy stalej
probki.

Dla wszystkich zmierzonych probek obserwuje si¢ spadek A /Ag wraz z obnizeniem
temperatury (w funkcji rosngcego 1000/T). Dla probki o najnizszym poziomie uwodnienia
spadek ten jest ciggly, co wraz ze zwigkszaniem si¢ szerokosci potldéwkowej linii cieczowej ,
jest charakterystyczne dla niekooperatywnego unieruchamiania molekut wody — bez
formowania krystalitow lodu. Podobne zjawisko zaobserwowano dla zlichenizowanych
grzybow antarktycznych (Haranczyk i in. 2011). Zalezno$¢ stosunkow A /A w funkcji

1000/T dla larw zywych przedstawiono na Rycinie 68.
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Rycina 68. Temperaturowe zaleznosci sygnatu pochodzacego od protondw mobilnych, a
wyrazonego w jednostkach sygnatu protonow o niskiej mobilnosci, A /Ag, zmierzone dla
widm *H-NMR podczas ochtadzania probek zywych larw Polypedilum vanderplanki
uwodnionych do pozioméw uwodnienia: a) skrajnie wysuszonej probki, b) A4m/mg = 0.122, ¢)
Am/my = 0.166

3.6.5.2. Pomiary temperaturowe widm *H-NMR dla martwych larw P. vanderplanki
Widma 'H-NMR wysuszonych martwych larw P. vanderplanki sa opisywane
superpozycja linii pochodzacej od unieruchomionych w znacznym stopniu protondw matrycy
statej ciata larwy, G, oraz linii pochodzacej od protonow mobilnych (wody zwigzanej) dobrze
dopasowang funkcja Lorentza. Widma zmierzone dla calego zakresu temperatur od 230K do

290 K w trakcie ochladzania probki przedstawiono na Rycinie 69.

100 -80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
f [kHz]
Rycina 69. Widma *H-NMR w zakresie od 290 K do 230 K zmierzone dla larw martwych
Polypedilum vanderplanki dla skrajnie wysuszonej probki
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Potozenia linii pochodzacych od protonow ciata statego charakteryzuje mniejszy
rozrzut niz dla probek zywych. Mozna zaobserwowa¢ wzrost warto$ci Vg wraz z obnizang
temperaturg oraz przesuni¢cie w kierunku wyzszych czgstotliwosci w stosunku do potozen
srodkéw pikow pochodzacych od frakcji cieczowej. Potozenia linii Lorentza w funkcji
1000/T dla larw martwych skrajnie wysuszonych rowniez rosng wraz z obnizang temperatura
od okoto 0.8 kHz w temperaturze pokojowej do 1.6 kHz. Sa wigc nizsze od wartosci

uzyskanych dla osobnikow anhydrobiotycznych. Potozenia $rodkéw linii pokazano na

Rycinie 70.
T [°C]

5 21 ) -10 -23 -35 -46
w T T T T T T T T T T T |
< ] * Ve
= 4- °
2 . 0 vy

°
3‘ [ J o -
. .
°
2 i
°
° - =
11 go@8 " L -
o T T T T T T T

34 36 38 40 42 4.4
1000/T [1/K]

Rycina 70. Potozenia linii widm "H-NMR pochodzacych od matrycy statej opisanej funkcja
Gaussa () oraz linii cieczowej opisanej funkcja Lorentza (0) w trakcie ochtadzania dla larw
martwych Polypedilum vanderplanki dla skrajnie wysuszonej probki

Szeroko$¢ polowkowa linii od protondéw frakcji statej wysuszonych martwych larw P.
vanderplanki wynosi okoto Aug = (46 + 2.4) kHz i ro$nie wraz z obnizaniem temperatury od
wartosci okoto 44 kHz w temperaturze pokojowej do ok. 51 kHz w 230 K (Rycina 71). Jest
wiec niceo nizsza od Avg dla probek zywych. Jak dla larw zywych obserwuje sie
unieruchomienie protonéw matrycy stalej probki i1 wzrost zakresu lokalnych pol
magnetycznych.

Wraz ze spadkiem temperatury szeroko$¢ potéwkowa linii pochodzacej od sktadowej
cieczowej rosnie od wartosci okoto 1.6 kHz (w 290 K) do 6 kHz (w 230 K), co wskazuje na
proces stopniowego unieruchamiania protondw mobilnych zachodzacy wraz z obnizang

temperaturg (Ryc. 71).
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Rycina 71. Zaleznos$ci temperaturowe szerokosci potowkowych linii Gaussa (@) oraz linii
Lorentza (o) na widmie "H-NMR dla ochtadzania martwych larw Polypedilum vanderplanki
dla skrajnie wysuszonej probki

Podobnie jak dla probek zywych larw P. vanderplanki rowniez dla larw martwych
pole powierzchni pod pikiem Gaussa moze zosta¢ uzyte do skalowania pola pod sygnatem
cieczowym. Dla martwych larw rowniez obserwuje si¢ ciagly spadek A /A wraz z obnizang
temperaturg, co przedstawiono na Rycinie 72. Oznacza to wystgpowanie nieckooperatywnego
unieruchamiania molekut wody, ktore zachodzi wraz ze spadkiem temperatury.
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Rycina 72. Temperaturowe zaleznosci sygnatu pochodzacego od protonow mobilnych, a
wyrazonego w jednostkach sygnatu protondéw o niskiej mobilnosci, AL /Ag, zmierzone dla
widm *H-NMR podczas ochtadzania probek martwych larw Polypedilum vanderplanki dla
skrajnie wysuszonej probki
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3.6.6. Spektroskopia relaksacyjna ‘H-NMR

3.6.6.1. Temperaturowe pomiary czasu relaksacji spinowo-sieciowej T; dla protonéw
zywych larw Polypedilum vanderplanki
Pomiary czasu relaksacji spinowo-sieciowej dla protonéw zywych maksymalnie

odwodnionych larw P. vanderplanki na spektrometrze 300 MHz dla temperatury obnizanej
od 295 K do 230 K.
Eksperyment spektroskopii relaksacyjnej wykonany w temperaturze pokojowej dla

probek zywych skrajnie wysuszonych larw P. vanderplanki przedstawiono na Ryc. 73.
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Rycina 73. Spektroskopia relaksacyjna *H-NMR dla temperatury pokojowej dla skrajnie
wysuszonych zywych larw Polypedilum vanderplanki. Widma uzyskano dla r6znych
odstepow T miedzy impulsami : 7 oraz n/2

Do kazdego z zarejestrowanych widm 'H-NMR skladajacych si¢ na eksperyment
spektroskopiii relaksacyjnej dopasowano ztozenie funkcji Gaussa o szerokosci potowkowe;j
okoto 48 kHz i Lorentza o szerokosci potowkowej okoto 1.5 kHz zgodnie z rownaniem (136).

Zarowno w przypadku magnetyzacji pochodzacej od protonow ciata statego jak i
protonéw wody, powrdt do rownowagi odrostu magnetyzacji jadrowej w funkcji odstepu
czasu T mi¢dzy impulsem © oraz impulsem 7n/2 opisany jest funkcja jednoeksponencjalng. Do
danych doswiadczalnych dopasowano funkcje postaci:

A(z) = A —2A exp(— TL) , (143)

il
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gdzie i to numer sktadowej widma, Tj; to czas relaksacji spinowo — sieciowej dla tej
sktadowej, natomiast A; to pole pod linig dla tej sktadowe;.

Rycina 74 przedstawia wyniki pomiaréw spektroskopii relaksacyjnej — zaleznosci pol
pod krzywa Gaussa i Lorentza wyrazone w funkcji czasu odstepu mi¢dzy impulsami - dla
skrajnie wysuszonej probki zywych larw P. vanderplanki, zmierzone dla temperatury

pokojowe;j.

'10 T T T T T T T T T T T
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Rycina 74. Odrosty magnetyzacji spinowo-sieciowej dla obu sktadowych rodziny widm *H-
NMR wyodrebnionych w eksperymencie spektroskopii relaksacyjnej (od ciala statego (e), od
cieczy (o)) w temperaturze pokojowej dla zywych skrajnie wysuszonych larw Polypedilum
vanderplanki. Linie ciggte to dopasowania funkcji (143)

Czas relaksacji spinowo-sieciowej | T: dla protonéw matrycy stalej ciata
anhydrobiotycznej larwy P. vanderplanki wyniést okoto 500 ms, natomiast dla protonow
wody zwigzane] 480 ms. Roznica w obu wartosciach czasow relaksacji jest mniejsza niz
niepewno$¢ dopasowania tych liczb, sugeruje to, ze oba te poduktady sg w rezimie szybkiej
wymiany spinowej, a te wartosci dla obu poduktadow sg po prostu identyczne.

Zaleznos¢ temperaturowa czasu relaksacji spinowo-sieciowej T; pokazuje, ze dla
niskich temperatur poduktad matrycy statej oraz poduklad mobilnych protonéw wody
zwigzanej przechodzi do rezimu posredniej wymiany spinowej/protonowej 1 mozna wyroznic
oddzielne czasy T dla kazdego z tych poduktadow protonowych. Po dopasowaniu zaleznosci

T1 w funkcji 1000/T wynikajacej z rownania BPP otrzymano warto$¢ energii aktywacji
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ruchow molekularnych réwng E = (6.44 + 0.01) kJ/mol dla frakcji stalej, srednia odleglosé¢
miedzy oddziatujgcymi jadrami wyniosta 2.41 A. Dla sktadowej protonéw mobilnych energia
aktywacji wyniosta E = (31.50 + 0.89) kJ/mol, co jest wartoscig charakterystyczng dla energii
silnego wigzania wodorowego (Suresh, Naik 2000). Natomiast odlegto$¢ miedzy
relaksujacymi protonami sktadowej cieczowej wyniosta 2.69 A. Oznacza to, ze podukiad
protondw mobilnych to resztkowa woda zwigzana w tkankach larwy anhydrobiotycznej.

Czasy relaksacji podtuznej w funkcji 1000/T zostaly pokazane na Rycinie 75.
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Rycina 75. Temperaturowa zalezno$é czasu relaksacji spinowo-sieciowej T; *H-NMR
wyznaczone z eksperymentu spektroskopii relaksacyjnej dla skrajnie wysuszonych zywych
larw Polypedilum vanderplanki ( e— matryca stata tkanki, o— mobilne protony wody
Zwigzanej)

3.6.6.2. Temperaturowe pomiary czasu relaksacji spinowo-sieciowej T; dla protonow
martwych larw Polypedilum vanderplanki
Pomiary czasu relaksacji spinowo-sieciowej T, dla protonéw martwych odwodnionych

larw P. vanderplanki wykonano metoda spektroskopii relaksacyjnej dla czgstotliwosci 300
MHz w trybie obnizania temperatury, a zestawienie otrzymanych widm dla temperatury

pokojowej przedstawiono na Ryc. 76.
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Rycina 76. Spektroskopia relaksacyjna *H-NMR dla temperatury pokojowej dla skrajnie
wysuszonych martwych larw Polypedilum vanderplanki. Widma uzyskano dla roznych
odstepow T miedzy impulsami : w oraz /2

Do zarejestrowanych widm dopasowano superpozycje funkcji Gaussa (o szerokosci
poléwkowej okoto 52 kHz) 1 Lorentza (o szerokosci potowkowej okoto 1.7 kHz) zgodnie z
rownaniem (136).

Odrost magnetyzacji jedrowej dla unieruchomionych protondéw tkanki P.
vanderplanki, jak i od mobilnych protonéw s$ladowej wody opisany jest funkcja
jednoeksponencjalng (142). Rycina 77 przedstawia wynik pomiaru spektroskopii
relaksacyjnej — zaleznosci pol pod krzywa Gaussa i pod krzywa Lorentza w funkcji czasu 1

mig¢dzy impulsami.
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Rycina 77. Odrosty magnetyzacji spinowo-sieciowej dla obu sktadowych rodziny widm *H-
NMR wyodregbnionych w eksperymencie spektroskopii relaksacyjnej (od ciala statego (e), od
cieczy (o)) w temperaturze pokojowej dla martwych skrajnie wysuszonych larw Polypedilum
vanderplanki. Linie ciagte to dopasowania funkcji (143)

Czas T charakteryzujacy odrost magnetyzacji protonow frakcji stalej sygnatu wynidst
okoto (908 + 65) ms, natomiast pochodzacy od mobilnych protonow frakcji cieczowej (394 +
28) ms.

Eksperyment spektroskopii relaksacyjnej dla martwych larw P. vanderplanki
przeprowadzony w temperaturze pokojowej pokazal zupelnie inny obraz zjawiska
magnetycznej relaksacji jadrowej niz dla larw zywych. Otoz, juz dla temperatury pokojowej
warto$ci czasOw relaksacji spinowo-sieciowej dla protondw T; istotnie rdznig si¢ od siebie, co
oznacza, ze uklad jest w rezimie posredniej wymiany spinowe;.

Roéwniez zaleznos$¢ temperaturowa czasu relaksacji spinowo-sieciowej T; pokazuje, ze
w calym zakresie badanych temperatur podukiad matrycy stalej larwy oraz poduktad
mobilnych protonéw znajduje si¢ w rezimie posredniej wymiany spinowej/protonowej, gdyz
mozna wyrozni¢ istotnie rézne czasy T; dla kazdego z tych poduktadéw protonowych.
Zaleznos$¢ temperaturowa czasow relaksacji podtuznej Ty w funkcji 1000/T wynikajaca z
rownania BPP zostala pokazana na Ryc. 78. Dla sktadowej mato mobilnej widm *H-NMR
otrzymano warto$¢ energii aktywacji rowng E = (9.95 + 0.92) kJ/mol oraz s$rednia odlegtos¢
miedzy oddzialujacymi jadrami réwna 1.59 A. Natomiast dla skladowej sygnatu *H-NMR

pochodzacego od protondw mobilnych energia aktywacji ruchéw molekularnych wyniosta E
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= (20.93 + 2.03) kJ/mol, jest to warto$¢ charakterystyczna dla energii stabszego wigzania
wodorowego (Suresh, Naik 2000). Srednia zas odlegtos¢ pary relaskujacych protondw
wyniosta 2.47 A, co jest odlegtoécig krotsza niz odleglosci miedzy parg wodoréw w molekule
wody, sugerujac znaczacy wktad procesow miedzymolekularnych w procesie relaksacji.
Mozna jednak zinterpretowa¢ poduktad protonow mobilnych jako resztkowa wode zwigzang
w tkankach larwy anhydrobiotycznej. Czasy relaksacji podtuznej w funkcji 1000/T zostaly
pokazane na Rycinie 78.
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Rycina 78. Temperaturowa zalezno$¢ czasu relaksacji spinowo-sieciowej Ty "H-NMR
wyznaczone z eksperymentu spektroskopii relaksacyjnej dla skrajnie wysuszonych martwych
larw Polypedilum vanderplanki ( @ — matryca stata tkanki, o — mobilne protony wody
zwigzanej, linie ciggte — dopasowanie modelu BPP)

4. Dyskusja wynikow

Hydratacje z fazy cieklej kryptobiotycznych larw P. vanderplanki analizowano pod
katem roznic w sposobie uwadniania zdehydratowanych larw anhydrobiotycznych w
poréwnaniu do larw, u ktorych anhydrobioza nie zostata pomyslnie indukowana, jak rowniez
badano proces rehydratacji w zaleznosci od zawarto$ci jonow w uzytej] wodzie. U larw
zanurzonych w wodzie zaobserwowano liniowe narastanie objetosci z czasem hydratacji,
jednak w przypadku larw martwych wida¢, iz proces ten przebiega inaczej niz u larw zywych.

Brak zmian skokowych w trakcie uwadniania $§wiadczy o tym, ze przebiega ono
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rOwnomiernie, bez kolejnych wyodrebnionych etapéw sterowanych indukowanymi
czynno$ciami organizmu. Zaréwno zywe jak i martwe larwy uwadniajg si¢ cala powierzchnia
ciata, nie tylko ,pijac” wod¢ przez otwdr ggbowy, czy pobierajac ja przez odbyt.
Powierzchnia larw pokryta jest kutikulg, ktora szczegdlnie u owadow wodnych pelni wazng
role w przepuszczalnos$ci cieczy (Beament 1961). Biatka kanalowe u P. vanderplanki
wykazuja tendencj¢ do przepuszczania wody, a ich ekspresja jest rowniez obserwowana w
epidermie. Zakltada si¢, ze PvAQP1 moze polepszy¢ trans-naskorkowy ruch komorkowy
wody, wspierajgc utrate wody z larw, ale moze i pomaga¢ w trakcie rehydratacji. Z kolei
biatko PvAQP2, odpowiedzialne jest za sterowanie gospodarka wodng komorek ttuszczowych
w korzystnych warunkach $rodowiskowych (Kikawada i in. 2008). Prawdopodobnie larwy
zdolne do anhydrobiozy indukuja w trakcie uwadniania mechanizmy modyfikujace
przepuszczalno$¢ naskorka, czego nie sag w stanie zrobi¢ martwe larwy. Odzwierciedla to
réznice w sposobie hydratacji. Przypuszcza¢ mozna, ze transport wody przez powierzchni¢
ciata larw odbywa si¢ kanatlowo oraz przez dyfuzje, ktora jak si¢ zdaje pelni tu kluczowa rolg.
Do wnetrza martwych osobnikéw woda prawdopodobnie dostaje si¢ zwlaszcza drogg dyfuzji,
poniewaz nie s3 one w stanie aktywowac innego sposobu transportu wody przez kutikulg (nie
indukuja procesow zyciowych). Nie mogg takze samodzielnie pobiera¢ wody przez otwor
gebowy, jak robig to osobniki zywe. Metodami dodatkowymi pokazujagcymi zmiany
morfologiczne larw w roznych etapach uwodnienia byly mikrotomografia oraz skaningowa
mikroskopia elektronowa. Potwierdzily one jakos$ciowo, ze wraz z uwodnieniem wzrasta

objetos¢ calego ciata.

Badane larwy Polypedilum vanderplanki cechowata anomalna zaleznos$¢ kinetyki
hydratacji z fazy gazowej o niskiej wilgotno$ci wzglednej. U osobnikow zywych
uwadnianych w wilgotnosci & = 52% oraz martwych uwadnianych w wilgotnosci i = 44% po

poczatkowym wzro$cie zaobserwowano efekt spadku Am/mg w miarg trwania hydratacji, a

spadek zostal opisany funkcja eksponencjalng. Trasy hydratacyjne dla probek martwych
uzyskiwane z atmosfery o wilgotnosci wzglednej wyzszej od 52% oraz dla larw zywych dla
wilgotnosci od 63% do 88% zostaty dopasowane funkcjami jednoeksponencjalnymi. Z kolei
dla wzglednej wilgotnosci 93% u larw zywych proces hydratacji opisany zostat funkcjami
dwueksponencjalnymi, co jest zwigzane z pojawieniem si¢ wolniejszego procesu uwodnienia,

ktory jest odpowiedzialny za obecnos$¢ wody luzno zwiazanej. Dla wzglednych wilgotnos$ci
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97% 1 100% u larw zywych nie udalo si¢ wyodrebni¢ sktadowej szybkiej, uzyskano jedynie
sktadowa wody luzno zwigzane;j.

Anomalny charakter kinetyki hydratacji larwy P. vanderplanki z fazy gazowej o
niskich wilgotno$ci wzglgdnych moze by¢ spowodowany trawieniem ciata larw przez
bakterie lub inne mikroorganizmy obecne w ich przewodzie pokarmowym (Koroiva i in.
2013). Obecno$¢ mikroorganizméw na powierzchni larw  potwierdzity zdjecia
mikrotomograficzne. Poréwnujac wyniki hydratacji larwy P. vanderplanki dla wyzszych
wilgotno$ci  wzglednych atmosfery z danymi literaturowymi dla innych uktadow
biologicznych o niskiej hydratacji, nalezy zauwazyé, ze jednoeksponencjalng kinetyke
hydratacji obserwuje si¢ dla wstgpnych faz uwadniania ziaren pszenicy (Haranczyk 2003)
oraz dla liofilizatéw ich bton fotosyntetycznych (Haranczyk i in., 2009a), dla liofilizatow
modelowych bton DGDG (Haranczyk i in. 2009), czy tez listkowatych plech grzybow
zlichenizowanych, takich jak: Umbilicaria decussata (Haranczyk i in., 2008), czy
Umbilicaria antarctica (Haranczyk, 2003). Dwueksponencjana forma kinetyki hydratacji
obserwowana byta dla skrobi ziemniaczanej dla wilgotnosci wzglednych atmosfery z zakresu
migdzy p/po = 52% do p/pp = 100% (Witek 2006), jak tez w ekstremofilnym organizmie
zywym, w plesze grzyba zlichenizowanego Umbilicaria aprina w zakresie wilgotno$ci
wzglednych otoczenia od h = 88% do h = 100% (Haranczyk i in., 2008). Réwniez w
pokrywach niektorych chrzaszczy, np. u Liparus glabrirostris obserwujemy dla nizszych
wilgotnosci wzglednych kinetyke jednoeksponencjalng, a dla wyzszych dwueksponencjalng
(Haranczyk 1 in., 2012b). Istnieja takze uktady biologiczne, u ktérych potwierdzono jeszcze
inny proces kinetyki hydratacji, np. analiza uwadniania liofilizatu DNA ze spermy tososia
pokazata, ze dla wzglgdnej wartosci uwodnienia z zakresu od 9% do 32% proces jest
jednoeksponencjalny, miedzy 44% a 63% dwueksponencjalny, wreszcie dla h > 76%
trojeksponencjalny. Dla wilgotnosci wzglednej 100% dodatkowo zaobserwowano proces
pecznienia opisany funkcjg jednoeksponencjalng (Haranczyk i in. 2010). Natura procesu
hydratacji larw Polypedilum vanderplanki dla niskich wilgotnoéci atmosfery jest
zdominowana przez proces rozrostu mikroorganizméw 1 nie odzwierciedla ogolniejszej
prawidlowosci tego procesu, charakterystycznej dla réznych uktadow biologicznych jednakze
przy wyzszych wilgotnosciach wzglednych atmosfery taka prawidlowos$¢ obserwujemy.
Zaréwno u larw martwych jak 1 zywych wida¢ wspomniane anomalie, cho¢ mi¢dzy nimi
samymi réwniez wystepuja roznice w uwadnianiu prawdopodobnie wynikajace z tego, iz
oskorek larw moze mie¢ inne wlasciwosci jak rowniez sam proces uwadniania przebiega w

larwach w odmienny sposéb.
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Dla hydratowanych larw P. vanderplanki izoterma sorpcyjna ma charakter anomalny.
Sorpcja wody z fazy gazowej ma charakter wielowarstwowy. Jej najprostszy model, izoterma
BET, gorzej opisuje to zjawisko od bardziej ztozonego modelu Denta. Sorpcja na larwach jest
zagadnieniem trudnym do analizy ze wzgledu na ztozonos¢ tkanek je budujacych. Anomalny
charakter sorpcji obserwujemy rowniez u stawonogow, takich jak D. comatus, L. glabrirostris
I T. molitor, u ktorych badano sorpcj¢ wody z fazy gazowej do pokryw (Haranczyk i in.
2012b). Dla P. vanderplanki izoterma sorpcyjna ma posta¢ sigmoidy, jak w przypadku wielu
uktadéw biologicznych. Jednakze wedlug dopasowania modelu Denta masa wody
wysycajacej pierwotne miejsca wiazace dla larw zywych wyniosta AM/mg = 0.0749, a dla
martwych byta nizsza i rowna 0.0611. R6znica mi¢dzy tymi warto$ciami sugeruje odmienng
strukture oskorka u badanych materialow, co skutkuje takze réznicami w wigzaniu wody do
powierzchni. Otrzymane wartosci AM/mo sg zblizone do otrzymywanych dla innych
uktadowbiologicznych. Na przyktad dla plechy U. decussata masa wody nasycajacej
pierwotne miejsca wigzace wyniosta AM/mg = 0.059, dla Umbilicaria aprina AM/m, = 0.054
(Haranczyk i in. 2008), z kolei dla listkowatej Usnea antarctica AM/mg = 0.073 (Haranczyk
2003, Haranczyk i in. 2006). Réwniez dla kompleksow DNA-surfaktant wartosci 4AM/myg sa
podobne, np. dla suchych kompleksow DNA-BA AM/my = 0.0568, dla DNA-DDCA AM/mg =
0.043, natomiast dla DNA-CTMA AM/m = 0.102 (Haranczyk i in. 2012a, Kobierski 2013).
Nizsze warto$ci masy wody nasycajacej pierwotne miejsca wigzace wodg, na poziomie 0,036,
otrzymano dla pokryw L. glabrirostris (Haranczyk i in. 2012b).

Masa wody nasycajacej pierwotne miejsca wigzace wode, 4M/my, moze zosta¢ uzyta
do wyznaczenia powierzchni sorbentu dostepnej dla wody. W przypadku larw zywych
wyniosta ona 263 m?/g, natomiast martwych 215 m%g. Dla poréwnania warto$ci masy wody
wysycajacej monowarstwe dla pokryw chrzaszezy T. molitor wyniosia 177 m?lg, a dla L.
glabrirostris 124 m%/g (Haranczyk i in. 2012b), z kolei dla ziaren komosy — 298 m?/g (Tolaba
i in. 2004). Podobne wartosci otrzymano roéwniez dla probek wlosow ludzkich (Zalitacz
2018).

Wktad od pustych miejsc wigzacych dla wilgotnosci wzglednej atmosfery, h = 100%
wyrazony w procentach wynidst 0% dla larw zywych i 0.02% dla nieanhydrobiotycznych.
Jest on znacznie nizszy niz w przypadku DNA, np. dla DNA spermy tososia 1/b; = 2.95%
(Haranczyk i in. 2010), ale na podobnym poziomie jak u L. glabrirostris, dla ktérego 1/b; <
0.01% (Haranczyk i in. 2012b). Np. w przypadku skrobi natywnej wktad wyniost 0.1%
(Witek 2006). Bliskie zeru warto$ci stosunku 1/b; sugeruja wieksza hydrofilowosé¢
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powierzchni zdehydratowanych larw P. vanderplanki, szczegélnie zywych, w porownaniu z
innymi uktadami biologicznymi, gdzie wspolczynnik ten jest wigkszy. Prawdopodobnie za
r6znice miedzy probkami larw zywych i martwych odpowiadaja wlasnosci oskorka, jak
rowniez to, ze u larw anhydrobiotycznych pod wplywem §ladowych ilosci wody
atmosferycznej rozpoczynajg si¢ procesy przywracajace funkcje zyciowe, zachodzg zmiany w

komorkach, ktore nie mogg zosta¢ indukowane u osobnikdéw martwych.

Pomiary zaniku swobodnej precesji *H-NMR pozwolity na wyodrebnienie trzech pol
protonéw ze wzgledu na ich ruchliwo$¢: unieruchomionych w znacznym stopniu protonow
budujacych matryce stata, mobilnych protondw nalezacych do frakcji wody $cisle zwigzanej
wigzace] si¢ bezposrednio do matrycy stalej oraz najbardziej mobilnych protondéw probki
nalezacych do puli wody luzno zwigzanej. Tak wyodrgbnione obie frakcje wody zwigzanej
r6znig si¢ dynamikg molekularna, nie sitag wigzania do powierzchni sorbentu, jak to jest w
przypadku pomiaréw kinetyki hydratacji. Sygnat pochodzacy od protondéw ciata stalego zostat
opisany funkcja Gaussa i wyglada podobnie jak w wielu innych skrajnie suchych uktadach
biologicznych. Potwierdza to tez¢ Pintara o stosunkowo niewielkim zrdéznicowaniu rodzajow
grup chemicznych w réznorodnych uktadach biologicznych, a dzigki temu w podobienstwie
po6l lokalnych mierzonych w eksperymencie NMR (Pintar 1991). Czas relaksacji spinowo -
spinowe;j dla frakcji protondw matrycy statej larw wynidst okoto T5; = 17 us w obu badanych
przypadkach. Jest to warto§¢ bliska do stwierdzonych w innych suchych ukladach
biologicznych takich jak: muszla matza (Haranczyk i in., 1993), szkliwo zg¢ba (Funduk i in.
1984), dentyna (Funduk i in. 1986), liofilizaty bton fotosyntetycznych (Haranczyk i in. 2015),
czy pokrywy chrzaszczy L. glabrirostris (Haranczyk i in. 2012b). Wartosci czaséw relaksacji
poprzecznej frakcji protonow wody $cisle zwigzanej jest rowna okoto T4 = 72 us dla larw
zywych oraz 68 us dla larw martwych, natomiast dla sktadowej o najdluzszym czasie zaniku
zmierzono odpowiednio czasy Ts;; wynoszace 912 us oraz 950 us. Dwie sktadowe frakcji
protonéw mobilnych w sygnale "H-NMR FID, tj. wody zwiazanej, sa wyrézniane m. in. w
plechach grzybow zlichenizowanych (Haranczyk i in. 2008), w pokrywach chrzaszczy
(Haranczyk i in. 2012b), czy w DNA (Haranczyk i in. 2012a).

Zaleznos¢ hydratacyjna catkowitego sygnalu cieczowego wyrazonego w jednostkach
sygnatu statego (L;+L)/S opisana jest funkcja wymierng w przypadku larw zywych, co
$wiadczy o obecnosci frakcji statej rozpuszczalnej w wodzie (Haranczyk i in. 1996). Podobne
zjawisko zaobserwowano, w grzybach zlichenizowanych Cetraria aculeata (Nowak i in.

2018), czy Umbilicaria aprina (Haranczyk i in. 2008), ale rowniez dla niskich uwodnien w
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tyku kasztanowca (Haranczyk i1 in. 1999). Zauwazono takze wystepowanie pewnej bardzo
matej puli wody zapulapkowanej w odwodnionej prébce, niewykrywalnej metodami
grawimetrycznymi, ktdra jest nieco wigksza w przypadku larw martwych. Woda taka zostata
zaobserwowana rowniez w liofilizowanych btonach fotosyntetycznych pszenicy (Haranczyk i
in. 2006a). Natomiast u larw martwych zaleznos¢ (L;+L,)/S opisano funkcjg liniowg (brak
frakcji statej rozpuszczalnej w wodzie) jednak nalezy wzia¢é pod uwage mozliwosé

dopasowania zalezno$ci wymiernej.

Widma 'H-NMR dla dehydratowancyh larw P. vanderplanki o niskim poziomie
uwodnienia sg superpozycja jednej szerokiej linii o ksztalcie opisanym funkcja Gaussa,
pochodzacej w znacznym stopniu unieruchomionych protondw mnatrycy statej probki oraz
jednej waskiej, cieczowej, opisanej funkcja Lorentza. Szeroko$¢ potowkowa szerokiej
sktadowej linii jest zblizona dla larw anhydrobiotycznych jak i1 dla martwych i wynosi okoto
40 kHz, co wskazuje na wystepowanie pol lokalnych o wartosci rzedu 1 mT. Usrednione
szeroko$ci potéwkowe funkcji Lorentza wynosza 2.26 kHz dla larw anhydrobiotycznych oraz
1.78 kHz dla martwych. Nizsze warto$ci dla larw martwych mogg §wiadczy¢ o wplywie
procesu zatrzymania czynno$ci zyciowych na struktury probek. Widmo zlozone z szerokich
linii Gaussa oraz znacznie we¢zszych linii Lorentza jest typowym obrazem otrzymywanym dla
probek biologicznych o skrajnie niskim poziomie uwodnienia. Pokrywy L. glabrirostris
charakteryzuja si¢ szerokos$cia potéwkowa linii Gausa wynoszaca 44 kHz oraz linii Lorentza
0 szerokosci potowkowej 1.4 — 3.5 kHz (Haranczyk i in. 2012b). W plechach Claudonia mitis,
Himantormia lugubris i Usnea aurantiaco-atra linia Gaussa byta nieco wezsza i miata
szeroko$¢ potdéwkowa 32 — 39 kHz, a linia Lorentza rzgdu 1.6 kHz (Haranczyk 2003).

Zaleznos¢ hydratacyjna sygnatu cieczowego wyrazonego w jednostkach sygnatu statego
AL/As jest opisana funkcja wymierng dla larw zywych. Nieliniowa postac¢ tej zalezno$ci
potwierdza obecnos¢ frakcji statej rozpuszczalnej w wodzie (Haranczyk i in. 1996). Dla larw
zywych ilo§¢ wody zapulapkowanej, jaka otrzymano z pomiarow w domenie czestosci, jest
zblizona do wyznaczonej metoda NMR w domenie czasu. Natomiast dla larw
nieanhydrobiotycznych (martwych) uzyskano zalezno$¢ liniowa, co $wiadczy o braku frakceji
statej rozpuszczalnej w wodzie. Wydaje si¢, Zze przyczyny takiego zachowania nalezy szukac
w wystepowaniu trehalozy w larwach zywych, ktéra powoduje zwiekszong ilo$¢ stezenia
substancji rozpuszczonej] w wysuszonych osobnikach, ktorej z kolei znacznie mniej jest w

larwach martwych (Watanabe i in. 2004).
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Sekwencja echa Hahna umozliwia wyznaczenie rzeczywistego czasu relaksacji
poprzecznej sktadowej cieczowej. Dla maksymalnie odwodnionych probek uzyskano dla larw
zywych czasy zblizone do otrzymanych dla probek wtosow ludzkich (Zalitacz 2018). Szybko
zanikajacg sktadowg mozna interpretowaé, jako pochodzaca od lipidow, jednak nalezy
rowniez wzig¢ po uwagg, ze moze to by¢ szybka sktadowa w przypadku czgsciowej wymiany
spinowej dla dwoch poduktadéw. Czas T, sygnatu dla lipidow powinien by¢ raczej krotszy
niz otrzymany z pomiaréw (MacKay 1981).

Dla wszystkich zmierzonych probek o niskich hydratacjach obserwuje si¢ spadek
wartosci pola pod linig od protonéw mobilnych, wyrazonych w jednostkach sygnatu od
matrycy statej probki, A /Ag, w funkcji spadku temperatury. Informacja ta oraz zwigkszanie
si¢ szerokosci potowkowej linii cieczowej wraz z obnizajaca si¢ temperaturg, mowi o
niekooperatywnym unieruchamianiu molekut wody zachodzagcym bez formowania
krystalitow lodu. Podobng zalezno$¢ obserwowano np. w zlichenizowanych grzybach
antarktycznych (Haranczyk i in. 2012c, Nowak i in. 2018). Wraz ze wzrostem poziomu
uwodnienia probki, linia od ciala statego nieznacznie ulega zwezeniu. Moze by¢ to zwigzane
z niewielkim wzrostem ruchliwo$ci protondéw ciala stalego wraz ze wzrostem poziomu
hydratacji. Przyczyna braku formowania krystalitow lodu w suchej larwie moze by¢
wystepowanie trehalozy (gléwnie w larwach zywych). Obecnos$¢ trehalozy zapewnia
skuteczng ochrone przed wysuszaniem ze wzgledu na wysoka zdolno$¢ do zastgpowania
wody 1 nastepujace zeszklenie (Crowe i in. 1987; Green, Angell 1989; Crowe i in. 1998). W
miar¢ dehydratacji trehaloza zastgpuje wodg zwigzang 1 wolna, dzieki czemu zachowuja si¢
struktury bton komodrkowych i biatek. Szklista forma trehalozy moze wypetnia¢ przestrzenie
w tkankach podczas odwadniania, co zapobiega strukturalnemu uszkodzeniu i hamuje
agregacje czasteczek biologicznych oraz zwigksza stezenie substancji rozpuszczonej. Wysoka
1 stabilna lepkos¢ szkiet trehalozowych moze réwniez zatrzymac¢ wszystkie reakcje chemiczne
wymagajace dyfuzji czasteczkowej (Watanabe i in. 2004). Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze
larwy P. vanderplanki zyja w klimacie tropikalnym, wigc nie sa one zmuszone do
wytworzenia mechanizméw obronnych przeciw zamarzaniu. Nie obserwujemy zamarzania i
formowania lodu, gdyz nie ma wystarczajacej ilosci wody do wytworzenia krystalitow.
Jednakze ten mechanizm nie jest skorelowany z warunkami $rodowiskowymi zycia P.
vanderplanki.

Eksperyment spektroskopii relaksacyjnej pozwolit wyznaczy¢ czasy relaksacji spinowo-
sieciowej dla protonow, T1. W przypadku larw zywych obie sktadowe linii 'H-NMR relaksuja

Z tym samym czasem T4, ktory dla matrycy statej wyznaczono na 480 ms, natomiast dla wody
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zwigzane] na roOwne w granicach niepewnosci pomiaru 500 ms. Oznacza to, ze oba te
poduktady sa w rezimie szybkiej wymiany spinowej dla tego zakresu czasu. Dla temperatur
nizszychwymiana spinowa/protonowa staje si¢ wolniejsza i mozna wyr6ézni¢ dwie wartosci
czasow relaksacji, co jest zjawiskiem charakterystrycznym dla rezimu posredniej wymiany
spinowej. Dla larw anhydrobiotycznych otrzymano warto$¢ energii aktywacji rowng E = 6.44
kJ/mol dla frakcji stalej oraz E = 31.5 kJ/mol dla frakcji cieczowej, co jest energia
charakterystyczng dla zrywania silnego pojedynczego wigzania wodorowego w procesie
dyfuzji molekularnej. Dla larw martwych w calym zakresie badanych temperatur wartosci
czasow relaksacji spinowo-sieciowej majg wartosci istotnie rozne, wynoszac na przyklad w
temperaturze pokojowej 400 ms dla matrycy statej tkanki suchej larwy i 900 ms dla $§ladowe]
wody zawartej w tkance. Energia aktywacji wynosi dla frakcji statej E = 9.95 kJ/mol,
natomiast E = 20.93 kJ/mol dla frakcji cieczowej. Taki obraz jest charakterystyczny dla
rezimu posredniej wymiany spinowej/protonej. Energia aktywacji dla zywych osobnikow
odpowiada mocnemu pojedynczemu wigzaniu wodorowemu w uktadzie O — H — O natomiast
dla martwych jest nizsza, raczej przypominajac wartos¢ dla wigzania nieco stabszego (Suresh,
Naik 2000). Dopasowanie modelu BPP pozwolito na wyznaczenie $redniej odlegtosci migdzy
oddziatujacymi ze sobg protonami zaadsorbowanej wody; dla probek anhydrobiotycznych
otrzymano warto$¢ 2.69 A, natomiast dla martwych 2.47 A. Otrzymane warto$ci s troche
wyzsze niz uzyskane np. dla pokryw chrzaszczy (Haranczyk i in. 2012b), czy dla
kompleksow DNA (Kobierski 2013). Obserwujemy relaksacj¢ pary protondéw, ktore sa w
podobnej odlegtosci jak w molekule wody i o energii aktywacji jak dla pojedynczego
wigzania wodorowego. Mozna jednak rozwaza¢ oddziatywanie protonéw roéwniez z innymi

molekulami wody, ktore sg blisko umieszczone.

5. Whioski

1. W procesie rehydratacji larwy P. vanderplanki nie stwierdza si¢ progowych zmian ani
spowolnien tego procesu. Objetos¢ organizmu liniowo rosnie wraz z uplywem czasu
rehydratacji. Oznacza to, brak progowych, sterowanych etapow tego procesu.

2. Anomalna kinetyka hydratacji z fazy gazowej o niskiej wilgotnosci moze by¢ wywotana
rozrostem drobnoustrojow wewnatrz ciala larwy, sygnalizujac tym zagrozenie larwy
przebywajacej w kolebce larwalnej w $srodowisku wilgotnym.

3. Anomalny ksztalt izotermy sorpcyjnej przypomina obserwowany dla kutikuli stawonogdw i

moze by¢ wyznacznikiem szczegdlnych wiasnosci oskorka.
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4. Wigksza masa wody zwigzanej do pierwotnych miejsc wigzacych na powierzchniach
martwej larwy P. vanderplanki w porownaniu z zywa sugeruje spadek poziomu
hydrofobowosci powierzchni lub tez rozluznienie jej struktury.

5. Nieobecno$¢ zamarzania i formowana lodu, a jedynie niekooperatywne unieruchamianie
wody w ochladzanej dehydratowanej larwie P. vanderplanki moze wyjasnia¢ znakomitg
odpornos$¢ tego organizmu na przemarzanie.

6. Proces magnetycznej spinowo-sieciowej relaksacji  jadrowej dla  Zzywych
anhydrobiotycznych larw P. vanderplanki mozna w temperaturze pokojowej opisa¢ jako
oddziatywanie dwoch poduktadéw spinowych (matrycy statej tkanki i $ladowej wody
zwigzanej), bedacych w rezimie posredniej wymiany materialowej/spinowej; natomiast w
temperaturach nizszych, a dla probki martwych larw w catym zakresie temperatury, jako
proces posredniej wymiany mig¢dzy wymienionymi poduktadami.

7. Magnetyczng relaksacje jadrowa mobilnych protonéw zywej dehydratowanej larwy P.
vanderplanki mozna przyblizy¢ jako intramolekularng relaksacj¢ pary protonéw znajdujacych
sie w odlegtoéci (2.69 +[10.06) A od siebie, za$ energia aktywacji tego procesu jest
charakterystyczna dla zrywania mocnego, lecz pojedynczego wigzania wodorowego w
uktadzie O — H— O i wynosi E, = 31.5 kj-molel.

8. W przypadku martwych anhydrobiotycznych larw wigzania wodorowe zrywane w procesie
dyfuzji maja nizsza energi¢, rowng E = 20.93 kJ/mol; natomiast wyznaczona odleglosé

relaksujacej pary protonow sugeruje znaczacy wktad oddziatywan migedzymolekularnych.
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