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Streszczenie

Metode stosuje sie do badania wplywu czastek
nanoproszkéw wystepujacych na stanowiskach
pracy na napiecie powierzchniowe modelowego
surfaktantu ptucnego.

Badania polegaja na wyznaczeniu zmian napiecia
powierzchniowego podczas oscylacji pecherzyka
powietrznego wytworzonego w roztworze mode-

lowego surfaktantu ptucnego.

Ocene wplywu nanoczastek na aktywnoéé powierz-
chniowg surfaktantu ptucnego przeprowadza sie na
podstawie analizy kryteriow ilosciowych opisuja-
cych petle histerezy napiecia powierzchniowego w
funkgji zredukowanej powierzchni miedzyfazowe;j.

Summary

This method is used to study the influence of
particles of nanopowders on the surface tension
of a model pulmonary surfactant. The study con-
sists in determining the changes in surface tension
during the oscillation of the air bubble formed in
the solution of the model pulmonary surfactant.

The assessment of the impact of nanoparticles
on the surface activity of the pulmonary surfac-
tant is carried out on the basis of quantitative cri-
teria describing the hysteresis loops of surface
tension as a function of the reduced interfacial
area.

! Publikacja przygotowana na podstawie wynikow projektu nr I.B.10. uzyskanych w ramach II etapu programu wieloletniego
p-n. ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkow pracy” dofinansowywanego w latach 2011-2013 w zakresie badan naukowych i
prac rozwojowych ze $rodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Koordynator programu: Centralny Instytut

Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy.
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UWAGI WSTEPNE

Pojeciem surfaktantu ptucnego okresla si¢ zespot
zwigzkow powierzchniowo czynnych wystepu-
jacych naturalnie na powierzchni cieklej wy-
sciotki koncowych czgsci uktadu oddechowe-
go. Surfaktantowi plucnemu przypisuje si¢
petienie istotnych funkcji fizjologicznych i
obronnych waznych dla prawidtowego funk-
cjonowania organizmu. Najwazniejszymi funk-
cjami fizjologicznymi surfaktantu ptucnego sg
(Halliday 2008; Lewis 2006; Gradon, Podgor-
ski 1989):

— obnizenie napigcia powierzchniowego w
pecherzykach ptucnych, co zapobiega ich
zapadaniu si¢ w koncowej fazie wydechu

— zwigkszenie  stabilnosci  pecherzykow
ptucnych

— zapobieganie obrzekowi phuc.

Surfaktant petni réwniez funkcje obronne,

do ktorych nalezy zaliczyc¢:

— samooczyszczanie pecherzykoéw plucnych
z zanieczyszczen aerozolowych dzigki
przeplywowi cieczy z zaadsorbowanymi
na ich powierzchni czasteczkami surfak-
tantu wskutek efektow Marangoniego

— dziatalno$¢ bakteriobodjcza polegajaca na
bezposrednim oddziatywaniu przez apo-
proteiny SP-A na makrofagi zblizajace
si¢ do $wiatla pecherzyka bez udziatu
komorek litycznych.

Podstawowym zadaniem surfaktantu ptuc-
nego jest regulacja napigcia powierzchniowego
w warunkach dynamicznych wywotywanych
oddychaniem (cykliczng zmiang powierzchni
ciecz-gaz pokrywajacej nablonek pecherzykow
phucnych). Zdolnos$¢ ta jest nazywana aktywno-
$cig powierzchniowo czynng surfaktantu phuc-
nego. Dla uktadu surfaktantu ptucnego charak-
terystyczne jest wystgpowanie znacznego
spadku napigcia powierzchniowego podczas
kompresji powierzchni ciecz-gaz (wydech)
oraz wystepowanie histerezy napigcia po-
wierzchniowego w funkcji pola powierzchni

miedzyfazowej w cyklu ekspansja-kompresja
(wdech-wydech), (Notter i in. 1982).

Pod wptywem czynnikow zewngtrznych, np.
depozycji czastek na powierzchni pecherzyka
ptucnego, moze nastgpi¢ zmiana aktywnos$ci
powierzchniowej surfaktantu phlucnego. Od-
zwierciedleniem tego faktu jest zmiana ksztattu
petli histerezy napigcia powierzchniowego w
cyklu kompresja-ckspansja (tzn. cyklu wydech-
-wdech) 1 zmiana wartosci kryteriow iloscio-
wych ja opisujacych (Kondej, Sosnowski 2010).
Zaburzenie aktywnos$ci powierzchniowej sur-
faktantu prowadzi wigc do zaburzenia jego
funkcji.

Jedng z podstawowych metod pomiaru dy-
namicznego napi¢cia powierzchniowego jest
metoda pulsujgcego pecherzyka. Polega ona na
wytworzeniu drobnego pecherzyka powietrz-
nego na koncu kapilary zanurzonej w badanym
surfaktancie. Ttoczek pulsatora powoduje pul-
sowanie hydrauliczne cieczy. Zmiany cisnienia
zachodzgce w trakcie wymuszonych pulsacji
pecherzyka sa rejestrowane przez uktad zawie-
rajacy przetwornik cisnienia. Pomiar podci-
$nienia W cieczy otaczajacej pecherzyk pod-
wieszony do uj$cia kapilary otwartej do atmos-
fery pozwala na okreslenie chwilowego napig-
cia powierzchniowego o, zgodnie z roOwnaniem
Younga-Laplace’a:

gdzie:
r — promien pecherzyka,
AP —réznica ci$nien migdzy cis$nieniem at-
mosferycznym i ci$nieniem wewnatrz peche-
rzyka.

Na rysunku 1. przedstawiono schemat ideowy
tensjometru z pulsujacym pecherzykiem (PBS).
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Rys. 1. Schemat i zasada dzialania tensjometru z pulsujacym pecherzykiem (PBS): 1 — kapilara otwarta do
atmosfery, 2 — pecherzyk powietrza, 3 — badany surfaktant, 4 — przetwornik ci$nienia, 5 — naczynko po-

miarowe, 6 — ttoczek pulsatora.

Zasada dziatania przyrzadu oraz jego budo-
wa zapewnia podobienstwo procesoOw przebie-
gajacych w tensjometrze oraz pgcherzyku phuc-
nym podczas cyklu oddechowego. Komora
pomiarowa tensjometru jest wypelniona sub-
stancjg powierzchniowo czynng o wtasnosciach
zblizonych do naturalnego surfaktantu ptucne-
0. Wewnatrz komory znajduje si¢ cienka kapi-
lara, na ktorej koncu zostaje wytworzony pe-
cherzyk powietrza. Calo$¢ jest umieszczona w
komorze termostatujgcej w temperaturze zblizo-
nej do temperatury ciata cztowieka (okoto 37 °C).

Kapilara w pewnym sensie imituje oskrzelik
oddechowy, natomiast pecherzyk powietrzny —
pecherzyk ptucny. Oscylacje wielkosci peche-
rzyka przebiegaja w zakresie od 0,55 mm
(maksymalny promien) do 0,4 mm (minimalny
promien pe¢cherzyka), ktory odpowiada stop-
niowi kompresji w pecherzyku plucnym. Za-
kres zmiennos$ci tempa pulsacji pecherzyka
powietrznego w PBS (od 1 do 100 cykli/min)
umozliwia ponadto przeprowadzanie badan z
pulsacjg zblizong do czegstosci oddechowej czto-
wieka.

PROCEDURA BADAWCZA

1. Zakres metody

Metode podang w niniejszej procedurze wyko-
rzystuje si¢ do badania zmian napigcia po-
wierzchniowego modelowego surfaktantu ptuc-
nego pod wplywem czastek nanoproszkow sto-
sowanych na stanowiskach pracy. Badanie prze-
prowadza si¢ z zastosowaniem tensjometru z
pulsujgcym pecherzykiem.

2. Zasada metody

W roztworze modelowego surfaktantu plucne-
go, w ktérym sg zawieszone badane nanoczgst-
ki 1 ktory jest termostatowany w temperaturze
zblizonej do temperatury ciala cztowieka, jest
wytwarzany pecherzyk powietrzny. Po czasie
umozliwiajagcym adsorpcj¢ nanoczastek na
powierzchni ciecz-gaz pecherzyk jest podda-
wany pulsacjom w zakresie odpowiadajacym
zmianom wielkos$ci pecherzyka ptucnego w
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cyklu oddechowym i czgstotliwosci odpowia-
dajacej czestosci oddechowej cztowieka. Chwi-
lowe napigcie powierzchniowe przy okreslo-
nym promieniu pecherzyka wyznacza si¢
zgodnie z réwnaniem Younga-Laplace’a na
podstawie pomiaru roznicy cisnien mig¢dzy
ci$nieniem atmosferycznym i ci$nieniem we-
wnatrz pecherzyka.

3. Wytyczne ogdlne

3.1. Sporzadzanie roztworéw
Do sporzadzania roztworow surfaktantu phuc-
nego nalezy uzywac jednorazowych naczyn
laboratoryjnych, jednorazowych igiet i strzy-
kawek oraz pipet z wymiennymi koncoéwkami.
3.2. Przechowywanie roztworéw
Amputke z modelowym surfaktantem plucnym
oraz jego roztwory nalezy przechowywaé w
lodowce w temperaturze 2 + 8 °C.

4. Materialy

4.1. Modelowy surfaktant ptucny
Stosowaé preparat farmaceutyczny w formie
zawiesiny do podawania dotchawicznego, re-
prezentujacy wiasciwosci fizykochemiczne natu-
ralnego surfaktantu ptucnego.

4.2. Jatlowy roztwor chlorku sodu o stezeniu

9 mg/ml

Stosowac¢ jatowy roztwor chlorku sodu o steze-
niu 9 mg/ml zwany w dalszej czesci procedury
solg fizjologiczna.

5. Przyrzady pomiarowe i sprzet
pomocniczy

5.1. Waga laboratoryjna
Stosowa¢ wage laboratoryjng umozliwiajgca
wazenie z doktadnoscig 0,1 mg/ml.

5.2. Ptuczka ultradzwigkowa
Stosowac phluczke ultradzwickowa umozliwia-
jaca sonikacje w zadanym czasie.

5.3. Laznia wodna
Stosowa¢ tazni¢ wodng umozliwiajgcg termosta-
towanie probek w temperaturze 37 °C.

5.4. Tensjometr z pulsujacym pecherzykiem
Stosowa¢ tensjometr z pulsujagcym pecherzykiem
umozliwiajgcy: termostatowanie probki w tempe-

raturze 37 °C, wytworzenie pecherzyka powiet-
rznego o wielkoSci promienia 0,4 + 0,55 mm 1
przeprowadzenie jego pulsacji w zakresie cze-
stotliwosci 15 + 30 min™.

6. Procedury przygotowywania
roztworow i zawiesin

W badaniach nalezy stosowaé probki zawiesin
nanoczastek w modelowym surfaktancie ptuc-
nym o objetosci 1 ml. Probki sporzadzi¢ przez
dodanie 0,1 ml roztworu posredniego modelo-
wego surfaktantu plucnego (wg punktu 6.1.) do
0,9 ml roztworu stanowigcego mieszaning roz-
tworu podstawowego (wg punktu 6.2.) i roz-
tworu soli fizjologiczne;j.
6.1. Roztwor posredni modelowego
surfaktantu ptucnego

Ampulke z preparatem farmaceutycznym wy-
ja¢ z lodowki i delikatnie obraca¢ w celu przy-
wrocenia zawiesinie wiasciwe] konsystencji.
Jednorazowg strzykawka z jednorazowsa igla
pobra¢ z ampulki 0,5 ml preparatu. Zawarto$¢
strzykawki przenies¢ do fiolki z zamknigciem o
pojemnosci 1,5 ml. Nastgpnie doda¢ 0,5 ml
roztworu soli fizjologicznej. Zawartos¢ fiolki
miesza¢ delikatnie przez pipetowanie, uwaza-
jac, aby nie spowodowac spienienia roztworu.
Uzyskany w ten sposob roztwor posredni mode-
lowego surfaktantu ptucnego o stezeniu 50-pro-
centowym obj. wykorzysta¢ do sporzadzenia
roztworu kontrolnego i probek zawiesiny bada-
nych nanoczgstek w surfaktancie ptucnym.
6.2. Roztwor podstawowy

Pipeta automatyczng z wymienng koncoéwka
pobra¢ 10 ml roztworu soli fizjologicznej i
przenies¢ do naczynia polipropylenowego z
zamknigciem. Nastepnie odwazy¢ 20 mg nano-
proszku i przenies¢ do naczynia z solg fizjolo-
giczng. Zamknigte naczynie wstawi¢ do komo-
ry pluczki ultradzwigkowej i zawarto$¢ poddac
sonikacji przez 5 min w celu rozbicia aglomera-
tow. Uzyskany w ten sposob roztwor podstawo-
wy o stezeniu nanoczastek 2 mg/ml (a doktadniej
zawiesing nanoczastek w soli fizjologicznej)
wykorzysta¢ do sporzadzenia zawiesiny bada-
nych nanoczgstek w modelowym surfaktancie
plucnym.
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6.3. Roztwor kontrolny

Korzystajac ze wstgpnie przygotowanego roz-
tworu posredniego modelowego surfaktantu
plucnego (wg punktu 6.1.), sporzadzi¢ roztwor
kontrolny bedgcy 5-procentowym obj. roztwo-
rem preparatu farmaceutycznego w soli fizjolo-
gicznej. W tym celu pobraé pipetg automatycz-
ng z jednorazowg koncoéwka 0,9 ml soli fizjo-
logicznej i przenies¢ do fiolki z zamknigciem o
pojemnosci 1,5 ml. Nastegpnie pobra¢ 0,1 ml
roztworu posredniego modelowego surfaktantu
plucnego, przenies¢ do fiolki i delikatnie wy-
mieszaé przez pipetowanie, aby nie spowodo-
wacé spienienia zawartosci fiolki. Zamknigta
fiolke umiesci¢ w tazni wodnej i termostatowac
w temperaturze 37 °C przez 15 min.

6.4. Zawiesiny nanoczastek w modelowym

surfaktancie ptucnym

Sporzadzi¢ zawiesiny nanoczastek w modelo-
wym surfaktancie ptucnym o stezeniach: 0,1;
0,25; 0,5; 0,75 i 1 mg/ml, pobierajac zgodnie z

tabelg 1. okreSlone objetosci roztworu posred-
niego modelowego surfaktantu plucnego (wg
punktu 6.1.), roztworu podstawowego (wg punk-
tu 6.2.) i roztworu soli fizjologicznej.

W tym celu pobraé pipeta automatyczng z
jednorazowa koncowka odpowiednig objgtosc
soli fizjologicznej i przenie$¢ do fiolki z za-
mknigciem o pojemnosci 1,5 ml. Roztwor pod-
stawowy doktadnie wymiesza¢ przez wstrzasa-
nie, nast¢gpnie pobra¢ odpowiednig objgtosc
roztworu i przenie$¢ do fiolki. Zawartos¢ fiolki
wymiesza¢ przez wstrzgsanie. Pipeta automa-
tyczng z jednorazowa koncowka pobra¢ odpo-
wiednig obj¢to$¢ roztworu posredniego mode-
lowego surfaktantu ptucnego i przenies¢ do
fiolki, zanurzajgc koncowke pipety w jej za-
warto$ci. Wymiesza¢ delikatnie przez pipeto-
wanie, aby nie spowodowaé spienienia zawar-
tosci fiolki. Zamknietg fiolke umiesci¢ w tazni
wodnej i termostatowa¢ w temperaturze 37 °C
przez 15 min.

Tabela 1.

Objetosci roztworéw potrzebne do sporzadzenia zawiesin nanoczastek w modelowym surfaktancie

plucnym

Objetosc roztworu, ml
Roztwory stezenia czastek w zawiesinie, mg/ml
0,1 0,25 0,5 0,75 1

Roztwor posredni surfaktantu 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Roztwor podstawowy 0,050 0,125 0,250 0,375 0,500
Sol fizjologiczna 0,850 0,775 0,650 0,525 0,400

7. Kalibracja tensjometru

Co najmniej 2 h przed planowanymi badaniami
napetni¢ woda komorg termostatujaca, wiaczyc
tensjometr i uruchomi¢ wewnetrzny termostat.
Ustawi¢ temperature termostatu na 37 °C. Kaz-
dorazowo przed przystgpieniem do pomiaru
przeprowadzi¢ kalibracje tensjometru zgodnie z
zaleceniami producenta podanymi w instrukcji
obstugi przyrzadu.

8. Przeprowadzenie pomiaré6w

Przed przeprowadzeniem pomiaru wykonaé
kalibracj¢ przyrzadu i ustawi¢ zadane tempo

pulsacji pecherzyka powietrznego. Nastepnie
pipeta automatyczng z jednorazowa koncowka
pobra¢ 40 pl roztworu kontrolnego (wg punktu
6.3.) 1 przenie$¢ bardzo ostroznie do jednora-
zowego naczynka pomiarowego umieszczone-
go w szczypcach pod katem okoto 45°, aby nie
wytworzy¢ w cieczy pecherzyka powietrza.
Naczynko pomiarowe z badang probka umie-
$ci¢ na tloczku pulsatora w tensjometrze i tak
podnie$¢ komore termostatujgcg tensjometru,
aby naczynko pomiarowe z probka zostato oto-
czone woda o zadanej temperaturze. Nastepnie
patrzac w okular mikroskopu, wytworzy¢ peche-
rzyk powietrza o $rednicy 0,8 mm podwieszony
do kapilary wewnatrz naczynka pomiarowego.
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Wiszacy pecherzyk pozostawic¢ na 5 min, kontro-
lujac czas stoperem. Po uptywie 5 min rozpoczaé
pomiar chwilowego napigcia powierzchniowego.
Czynnosci powyzsze powtorzy¢, wykonujac
badania probek zawiesin nanoczastek w modelo-
wym surfaktancie plucnym, ktére sporzadzono
zgodnie z punktem 6.4.

9. Opracowanie wynikéow
pomiaréw

Wyznaczy¢ przebiegi histerez napigcia po-
wierzchniowego o [(mN)/m] w funkcji zredu-
kowanej powierzchni miedzyfazowej A/A .. W
cyklu ekspansja-kompresja:

o= ,
Amax
gdzie:

A — wielko$¢ powierzchni pecherzyka pod-
czas jego pulsacji obliczona, w przybli-
zeniu (przy zaniedbaniu pola przekroju
kapilary, do ktorej pecherzyk jest pod-
wieszony), na podstawie wzoru:

A = 4m°.

Dla kazdej petli histerezy obliczy¢ wartoSci
nastgpujacych kryteriow ilosciowych:
— warto$¢ znormalizowanego pola histerezy
napiecia powierzchniowego HA,, [(mN)/m]
(Notter i in. 1982):

D adA} —D adA}
HA = 4 eksp. 4 komp.

n
Amax - Amin

Obliczenia mozna przeprowadzi¢ np.
przez catkowanie numeryczne metoda
trapezoéw

— minimalng warto$¢ napigcia powierzch-
niowego 0, [(mN)/m] podczas pul-
sacji pecherzyka (w cyklu kompresja-
-ekspansja):

Omin = min{a(4) }

— wartos$¢ indeksu stabilnosci SI (Clements
iin. 1961):

O max ~— O,

% (O-max + O-min) .

min

SI =

Dodatkowo nalezy okresli¢ zredukowane
warto$ci kryteriow ilosciowych charakteryzuja-
ce zmienno$¢ poszczegodlnych kryteriow ilo-
sciowych wyznaczonych przy kolejnych steze-
niach nanoczastek w stosunku do kryteriow
ilosciowych opisujacych modelowy surfaktant
ptucny:

— zredukowane znormalizowane pole hi-

sterezy  napigcia  powierzchniowego
HA,_,:

HAy,
HAyn, ’

HA,_, =

gdzie:

mnc— $rednia warto$¢ znormalizowanego
pola histerezy napigcia powierzch-
niowego HA, wyznaczonego przy
stezeniu ¢, [(mN)/m]
srednia warto$¢ znormalizowanego
pola histerezy napigcia powierzch-
niowego HA, wyznaczonego dla

czystego modelowego surfaktantu,
[(mN)/m]

HA, -

— zredukowane minimalne napigcie po-
wierzchniowe oy, -

_ O_minc
Omin-r = = -
O'mmo

gdzie:

Omin,~ Srednia warto$¢ minimalnego na-
pigcia powierzchniowego Opin
wyznaczona przy stezeniu ¢,
[(mN)/m]

Omin,~ Srednia wartos¢ minimalnego na-
pigcia powierzchniowego Gpin
wyznaczona dla czystego mode-
lowego surfaktantu, [(mN)/m]

— zredukowany indeks stabilnosci SI,.:

Sl

Sh= 51,7
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gdzie:
SI. — $rednia warto$¢ indeksu stabilnosci ST
wyznaczonego przy st¢zeniu c,|[-]
SI, — $rednia warto$¢ indeksu stabilno$ci SI
wyznaczonego dla czystego modelo-
wego surfaktantu, [-].

Obliczenia mozna przeprowadzi¢ z wyko-
rzystaniem programu komputerowego, np.
Microsoft Office Excel.

INFORMACJE DODATKOWE

Badania wykonano, stosujac:

— preparat farmaceutyczny SURVANTA
(Beractantum; Abbott Laboratories, Fran-
cja) o stezeniu fosfolipidow 25 mg/ml, wy-
stepujacy w formie zawiesiny do podawa-
nia dotchawicznego

— jatlowy roztwor chlorku sodu (Injectio
natrii chlorati isotonica, Polpharma, Pol-
ska) o stezeniu 9 mg/ml
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