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Streszczenie

Metode stosuje sie¢ do badania wplywu czastek
nanoproszkéw wystepujacych na stanowiskach
pracy na wilasciwosci powierzchniowe gléwnego
sktadnika surfaktantu plucnego - dipalmitylofosta-
tydylocholiny (DPPC).

Badania polegaja na wyznaczeniu zmian ci$nienia
powierzchniowego podczas kompresji monowar-
stwy DPPC utworzonej na powierzchni roztworu
chlorku sodu o stezeniu 9 mg/ml zawierajacego

badane nanoczastki.

Ocene wplywu nanoczastek na wlasciwosci po-
wierzchniowe monowarstwy DPPC przeprowa-
dza sie na podstawie analizy przebiegu izotermy
kompresji monowarstwy utworzonej na po-
wierzchni czystej fazy cieklej oraz izoterm kom-
presji monowarstwy utworzonej na powierzchni
zawiesin o r6znych stezeniach nanoczastek.

! Publikacja przygotowana na podstawie wynikéw uzyskanych w ramach II etapu programu wieloletniego
,Poprawa bezpieczenstwa i warunkow pracy” dofinansowywanego w latach 2011-2013 w zakresie badan naukowych
i prac rozwojowych ze srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Koordynator programu: Centralny

Instytut Ochrony Pracy — Pafistwowy Instytut Badawczy.
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Summary

This method is used to study the influence of parti-
cles of nanopowders on the surface properties of
the main component of the pulmonary surfactant -
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC). The study
consists in determining the changes in the surface
pressure during the compression of DPPC mono-
layer formed on a surface of a suspension of the
particles in saline. The assessment of the impact of

nanoparticles on the surface properties of DPPC
monolayer is carried out on the basis of the analy-
sis of the compression isotherm of monolayer
formed on the surface of a pure liquid phase and
the compression isotherms of monolayer formed
on the surface of the suspensions of various con-
centrations of nanoparticles.

WPROWADZENIE

Struktura ukladu surfaktantu
plucnego

Surfaktant plucny stanowi pierwsza bariere, ktéra
oddziela wdychane powietrze docierajace do pe-
cherzykow ptucnych od tkanki przegrody miedzy-

pecherzykowej, zawierajacej kapilary krwionosne
(Enhorning 2008; Orgeig i in. 2004; Wright 2003).
Zgodnie z teorig Clementsa (Clements 1 in. 1958)
nabtonek pgcherzyka ptucnego pokryty jest cienka
warstwa cieczy o grubosci okolo 0,1 um tworzaca
hipofaze (H), (rys. 1.).

Rys. 1. Struktura uktadu surfaktantu ptucnego wg koncepcji Clementsa: H — warstwa cieczy tworzaca hipofaze,
AM — makrofag ptucny, M — zaadsorbowana monowarstwa surfaktantu, P — pneumocyt II typu (Sosnowski 2006)

Na powierzchni hipofazy (H) wystepujg sub-
stancje powierzchniowo czynne, ktore tworzg
warstwe o grubosci jednej czasteczki, czyli mo-
nowarstwe (M). Zespol zwiazkdéw powierzchnio-
wo czynnych zaadsorbowanych na powierzchni
hipofazy zwany jest surfaktantem plucnym. Na
rysunku 1. uwidoczniono roéwniez pneumocyt Il
typu (P) oraz makrofag ptucny (AM). Pneumocyty
II typu sa wyspecjalizowanymi komorkami, ktore:
produkuja, magazynuja oraz wydzielaja wigkszos¢
sktadnikéw surfaktantu plucnego. Makrofagi ptuc-
ne (komorki zerne) uczestnicza w usuwaniu zbed-
nych czasteczek zwigzkow tworzacych surfaktant
ptucny, a takze biorg udziat w fagocytozie mikro-
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organizmdéw i zanieczyszczen wystepujacych we
wdychanym powietrzu (Bachofen i in. 2005; Pe-
rez-Gil 2008; Saxena 2005, Kanishtha i in. 2006).

Rola surfaktantu plucnego

Surfaktant ptucny odgrywa wazng rolg w prawi-
dlowym funkcjonowaniu organizmu, ulegajac
adsorpcji na powierzchni migdzyfazowej ciecz-gaz
cieklej wysciotki pecherzykéw plucnych, pelni
role regulatora wartosci napigcia powierzchniowe-
go podczas oddychania. Przyczynia si¢ on do ob-
nizenia napiecia powierzchniowego w pecherzy-
kach ptucnych, co zapobiega ich zapadaniu si¢ w
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koncowej fazie wydechu, zwigksza stabilnos$é
struktury pecherzykéw plucnych i zapobiega
obrzekowi pluc. Surfaktant ptucny spetnia ponadto
bardzo wazna funkcje¢ obronna, ktora polega m.in.
na umozliwianiu przemieszczania si¢ zdeponowa-
nych czastek (np. pytéw wystepujacych w srodo-
wisku pracy) do wyzszych pigter drzewa oskrze-
lowego. Proces ten przebiega dzigki tzw. efektom
Marangoniego — przeptywom warstwy cieczy, na-
pedzanym przez gradienty napiecia powierzch-
niowego powstajace w ukladzie surfaktantu ptuc-

bialka — 5 + 10%

lipidy — ok. 90%

nego o specyficznej, dynamicznej aktywnosci po-
wierzchniowej (Gradon, Podgorski 1989; Podgor-
ski, Gradon 1993; Sosnowski 2008).

Sklad surfaktantu plucnego

Surfaktant ptucny (rys. 2.) jest mieszaning lipidow
(okoto 90% wagowych) i bialek (okoto 10%)
(Tzortzaki i in. 2007; Alonso i in. 2004; Saxena
2005).

inne, w tym
weglowodany — do 2%

Rys. 2. Sktad surfaktantu ptucnego

Najwigksza grupe lipidéw (80 ~ 90% wago-
wych) stanowia fosfolipidy, wsréd ktorych do-
minujacy udzial wagowy (okoto 80%) stanowia
fosfatydylocholiny. Gtéwnym zwiazkiem w tej
grupie jest L-o-dipalmitylofosfatydylocholina
(DPPC), ktéra wraz z biatkami surfaktantu
ptucnego odgrywa zasadniczg rolg¢ w obnizaniu

napigcia powierzchniowego pecherzykow pluc-
nych podczas wydechu (Tzortzaki i in. 2007).
Szczegdlne wlasciwosci powierzchniowe DPPC
wynikaja z jej budowy czasteczkowej. Na ry-
sunku 3. przedstawiono wzdr strukturalny cza-
steczki DPPC.
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Rys. 3. Budowa czasteczki DPPC
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Czasteczka DPPC ma budowg amfifilowg: z
polarng zwartg grupa o wilasciwosciach hydrofilo-
wych i dwoma niepolarnymi tancuchami weglo-
wodorowymi o wilasciwosciach hydrofobowych.
Grupe hydrofilowa w czasteczce DPPC stanowi
grupa fosfocholinowa, ktéra ma charakter po-
dwojnego jonu. Jest ona silnie hydratowana przez
czasteczki wody i jest w stanie wigza¢ od 12 do 15
jej czasteczek (Sundler 1989). Dzieki temu zostaje
osiggnieta odpowiednia konfiguracja grupy hydro-
filowej gwarantujaca stabilno$¢ monowarstwy.
Zdolnos¢ tej grupy do hydratacji uzyskuje sie w
szerokim zakresie stezen pH i stgzen soli. Obec-
nos¢ grupy hydrofobowej tworzonej przez dwa
nasycone i proste 16-weglowe tancuchy umozliwia
czasteczce DPPC pozostawanie na powierzchni
migdzyfazowej nawet podczas intensywnej jej
kompresji (Wiistneck i in. 1999). Dodatkowo fan-
cuchy weglowodorowe sg odporne na utlenianie i
dzieki temu nie sg degradowane przez tlen zawarty
w powietrzu. Ten aspekt jest szczeg6lnie wazny ze
wzgledu na fakt, ze surfaktant ptucny i jego sktad-
niki pozostaja w kontakcie z powietrzem dociera-
jacym do pecherzykéw plucnych.

Badanie wlasciwosci powierzchniowo
czynnych monowarstwy

Wytworzenie stabilnej monowarstwy wymaga
adsorpcji na powierzchni cieczy czasteczek
substancji, ktore majg charakter amfifilowy, tzn.
skfadajg sie zaréwno z czesci hydrofobowej
(niepolarnej, np. fancuchy lub pierscienie
weglowodorowe), jak i hydrofilowej (polarne;j,
np.: COOH, -OH, -NH,). Czasteczka taka z przy-
czyn energetycznych lokuje si¢ na powierzchni w
Scisle okreslony sposob: czescig hydrofilowa w
Srodowisku wodnym, zas czesciag hydrofobowa
poza nim. Trwalo$¢ lokalizacji i orientacji

czasteczki na powierzchni migdzyfazowej jest
uzalezniona od bilansu oddziatywan poszcze-
gblnych fragmentdw czasteczki z graniczacymi ze
sobg osrodkami. Stezenie czasteczek zawie-
rajacych w swej strukturze cze$¢ hydrofilowa na
powierzchni wody jest jednakowe, dzieki natych-
miastowemu rozptywowi na powierzchni. W
warunkach laboratoryjnych mozna to uzyskac,
nanoszac krople roztworu badanej substancji w
lotnym i niemieszajacym si¢ z wodg rozpusz-
czalniku organicznym. Krople te rozplywaja si¢
bardzo szybko po powierzchni. Czasteczki badanej
substancji sg poczatkowo zorientowane na po-
wierzchni woda-rozpuszczalnik, a po odparowaniu
rozpuszczalnika zostaja zaadsorbowane na po-
wierzchni woda-powietrze.

Do badan wfasciwosci powierzchniowo
czynnych warstw jednoczasteczkowych (mono-
warstw) zwigzkéw zaadsorbowanych na po-
wierzchni faza ciekta-powietrze stosuje si¢ m.in.
wage Langmuira, w ktérej napigcie (lub
cisnienie) powierzchniowe jest wyznaczane z
bezposredniego pomiaru sity dzialajacej na
ptywak (waga Langmuira) lub zanurzong ptytke
(waga Langmuira-Wilhelmy’ego), (Wiistneck i
in. 2005; Guzman i in. 2012; Sakai, Umemura
2008). Waga Langmuira-Wilhelmy’ego stanowi
modyfikacje wagi Langmuira. W wadze
Langmuira-Wilhelmy’ego jest zastosowany syme-
tryczny ruch barierek po powierzchni cieczy
wywodzacy si¢ z klasycznej metody pomiarowe;j
Langmuira oraz plytkowa technika pomiaru napig-
cia powierzchniowego zwiagzana z metoda pomia-
rowa Wilhelmy’ego. Wspomniane przyrzady
umozliwiaja badanie wiasciwosci powierzchnio-
wych przy zmieniajacej si¢ wielkosci powierzchni
miedzyfazowej ciecz-powietrze. Na rysunku 4.
przedstawiono schemat ideowy wagi Langmuira-
-Wilhelmy’ego.
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Rys. 4. Schemat i zasada dziatania wagi Langmuira-Wilhelmy’ego
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Waga Langmuira-Wilhelmy’ego sklada si¢ z
plytkiego wypetnionego ciecza prostopadtoscien-
nego naczynia, zwanego korytkiem Langmuira. Po
powierzchni cieczy sg przesuwane z zadang pred-
koscig dwie niezwilzalne barierki, powodujace
kompresje lub ekspansje powierzchni zawartej
migdzy nimi. W réwnej odleglosci miedzy barier-
kami jest umieszczona ptytka zwana plytka
Wilhelmy’ego, zanurzona w cieczy do okoto 1/3
swojej wysokosci i podwieszona na haczyku pota-
czonym z czujnikiem sity. Za pomoca tej plytki
dokonywuje si¢ pomiaru chwilowego cisnienia
powierzchniowego. Cisnienie powierzchniowe
definiuje sie jako:

T =0, — 0,
gdzie:
o.— warto$¢ napiecia powierzchniowego czy-
stej cieczy (hipofazy) w temperaturze pomiaru,
o — chwilowa warto$¢ napigcia powierzchnio-
wego w badanym ukladzie.

Analiza zaleznos$ci cisnienia powierzchniowe-
go m od pola powierzchni 4 przypadajacego na
jedng czasteczke DPPC podczas kompresji mono-
warstwy przeprowadzonej w stalej temperaturze
oraz ze stala szybkoscig moze by¢ podstawa do
oceny wilasciwosci powierzchniowych monowar-
stwy gldwnego sktadnika surfaktantu ptucnego.

Badanie wplywu nanoczastek
stosowanych na stanowiskach pracy
na wlasciwosci powierzchniowe
monowarstwy gléwnego skladnika
surfaktantu plucnego (DPPC)

W Centralnym Instytucie Ochrony Pracy — Pan-
stwowym Instytucie Badawczym sg prowadzone
badania oddziatywania wybranych nanoczastek
glinokrzemianéw stosowanych w produkeji nano-
kompozytéw polimerowych na surfaktant ptucny.
Nanoczastki glinokrzemiandéw sg wykorzystywane
jako nanonapetniacze w produkcji nowoczesnych
tworzyw sztucznych. Wprowadzenie nanonapel-
niaczy poprawia wlasciwosci wytrzymatosciowe i
fizykochemiczne nanokompozytéw polimero-
wych, m.in. powoduje: wyrazne zwigkszenie mo-
dutu elastycznosci, wieksza stabilno$¢ termiczna,
zwigkszone wilasciwosci barierowe, odpornos¢ na
rozpuszczalniki organiczne, wigkszy wspotczyn-

nik tlumienia ognia, lepsze wlasciwosci optyczne
oraz mniejszy wspotczynnik rozszerzalnosci li-
niowej (Kacperski 2003; Malesa 2004). W ramach
realizacji projektu opracowano metode badania
wplywu czastek nanoproszkow wystepujacych
na stanowiskach pracy na dynamiczne napigcie
powierzchniowe modelowego surfaktantu ptuc-
nego w uktadzie pulsujacego pecherzyka (Kon-
dej, Sosnowski 2012) oraz metod¢ badania
wplywu nanoczastek na wilasciwosci powierz-
chniowe monowarstwy gtéwnego sktadnika sur-
faktantu ptucnego (DPPC) w ukladzie wagi
Langmuira-Wilhelmy’ego.

Zasada metody

Badania wpltywu wybranych nanoczastek glino-
krzemianow na wlasciwosci powierzchniowe
monowarstwy gltéwnego skladnika surfaktantu
ptucnego (DPPC) przeprowadzono w ukladzie
wagi Langmuira-Wilhelmy’ego. Polegaty one na
wytworzeniu monowarstwy DPPC na powierzchni
fazy cieklej przez naniesienie roztworu chlorofor-
mowego DPPC i odparowanie rozpuszczalnika.
Powstatg w ten sposob monowarstwe o grubosci
jednej czasteczki DPPC poddawano nastepnie
kompresji w stalej temperaturze z zadang szybko-
$cig, w celu wyznaczenia chwilowych wartosci
ci$nienia powierzchniowego. Analiza przebiegu
izotermy kompresji monowarstwy DPPC utwo-
rzonej na powierzchni czystej fazy cieklej (bez
dodatku badanych nanoczastek) oraz izoterm
kompresji monowarstw DPPC utworzonych na
powierzchni zawiesin o réznych stgzeniach nano-
czastek umozliwita okreslenie wpltywu nanocza-
stek glinokrzemianow na wlasciwosci powierzch-
niowe monowarstwy DPPC.

Roztwory i zawiesiny

W badaniach stosowano chloroformowy roztwoér
DPPC o stgzeniu 1 mg/ml sporzadzony na bazie
preparatu  1,2-dipalmitylo-sn-glycero-3-fosfocho-
liny (DPPC) o masie molowej 734,1 g/mol (nr
CAS 63-89-8) i czystosci 99-procentowej (Sigma-
-Aldrich).

Badania przeprowadzono, stosujac zawiesiny
wybranych glinokrzemianéw o stezeniach nano-
czastek: 0,25; 0,5 i 1 mg/ml, sporzadzone w soli
fizjologicznej stanowiacej roztwor chlorku sodu o

147



Dorota Kondej, Tomasz R. Sosnowski

stezeniu 9 mg/ml (Baxter Manufacturing, Polska).
Zastosowanie roztworu chlorku sodu w roli hipo-
fazy bylo uzasadnione przyblizeniem warunkéw
pomiarowych do warunkéw fizjologicznych. Za-
wiesiny poddawano sonikacji w ptuczce ultra-
dzwiekowej Sonic 14 (Polsonic, Polska) w celu
rozbicia aglomeratow. Przyjety czas sonikacji
zostal ustalony na podstawie analizy wynikow
pomiaréw wielkosci czastek przeprowadzonych
metoda DLS (ang. dynamic light scattering), opar-
ta na zjawisku dynamicznego rozpraszania pro-
mieniowania laserowego przez czastki znajdujace
sie w zawiesinie, przy wykorzystaniu analizatora
Zetasizer 3000 (Malvern, UK).

Parametry ukladu pomiarowego

Badania wplywu nanoczastek glinokrzemianéw na
wlasciwosci  powierzchniowe = monowarstwy
DPPC prowadzono z wykorzystaniem wagi
Langmuira-Wilhelmy’ego model MiniTrough
LB5000 (KSV Instruments Ltd., Finlandia). Ko-
rytko Langmuira oraz barierki w urzadzeniu sto-
sowanym w badaniach byly wykonane z teflonu,
ktoéry nie jest zwilzany przez wode. Plytka Wil-
helmy’ego byla wykonana ze stopu platyny. Ko-
rytko Langmuira bylo ogrzewane wodg termosta-

towang uprzednio w fazni wodnej NESLAB model
GP-200 (NESLAB Instruments Inc., USA) i prze-
pompowywang do kanatéow w podstawie korytka.
W celu zachowania duzej wilgotnosci powietrza
(okoto 100%) oraz stalej temperatury, urzadzenie
umieszczono w komorze powietrznej wykonanej
ze szkla akrylowego.

Pomiar napiecia powierzchniowego odbywat
sie¢ na podstawie mierzonej elektronicznie i na
biezaco rejestrowanej przez komputer wartosci sity
wciagajacej plytke do wnetrza cieczy. Kompute-
rowo sterowano rowniez ruch barierek. Do pro-
gramowania do$wiadczen, rejestracji i wstepnej
obrébki wynikéw stosowano specjalistyczne opro-
gramowanie LB5000 (KSV Instruments Ltd.,
Finlandia).

Badania wptywu nanoczastek glinokrzemianow
na wlasciwosci powierzchniowe monowarstwy
DPPC prowadzono w temperaturze 37 °C i przy
szybkosci kompresji powierzchni 37,5 cm®’min i
75 cm’/min.

W  zaprezentowanej procedurze badawczej
przedstawiono doktadny sposob przygotowania
roztworu DPPC i zawiesin nanoczastek, metode
prowadzenia pomiaréw oraz opracowanie wyni-
kow badan.
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ZAYACZNIK

PROCEDURA OZNACZANIA WPELYWU NANOCZASTEK
NA WEASCIWOSCI POWIERZCHNIOWE MONOWARSTWY GELOWNEGO
SKEADNIKA SURFAKTANTU PEUCNEGO W UKEADZIE WAGI
LANGMUIRA-WILHELMY EGO

1. Zakres metody

Metode podana w niniejszej procedurze wykorzy-
stuje si¢ do badania zmian wlasciwosci po-
wierzchniowych monowarstwy gtéwnego skladni-
ka surfaktantu ptucnego — dipalmitylofosfatydylo-
choliny (DPPC) pod wplywem czastek nanoprosz-
kéw stosowanych na stanowiskach pracy. Badanie
przeprowadza si¢ w uktadzie wagi Langmuira-
-Wilhelmy’ego.

2. Zasada metody

Badania polegaja na wytworzeniu monowarstwy
DPPC na powierzchni fazy cieklej przez naniesie-
nie roztworu chloroformowego DPPC i odparo-
wanie rozpuszczalnika. Powstala w ten sposdb
monowarstwe (tj. warstwe o grubosci jednej cza-
steczki fosfolipidu) poddaje si¢ kompresji w stalej
temperaturze z zadang szybkosciag w celu wyzna-
czenia chwilowych wartosci ci$nienia powierzch-
niowego. Analiza przebiegu izotermy kompresji
monowarstwy DPPC utworzonej na powierzchni
czystej fazy cieklej, tj. bez dodatku badanych na-
noczastek, oraz izoterm kompresji monowarstwy
DPPC utworzonej na powierzchni zawiesin o
réznych stezeniach nanoczastek umozliwia ocene
wplywu nanoczgstek na wilasciwosci powierzch-
niowe monowarstwy DPPC.

3. Wytyczne ogélne

3.1. Przechowywanie preparatu DPPC
Fiolke z preparatem DPPC przechowywa¢ w tem-
peraturze okoto -20 °C.

3.2. Przechowywanie roztworu chloroformo-

wego DPPC

Roztwér chloroformowy DPPC przechowywaé w
szczelnym naczyniu w zakresie temperatury 2 +
8 °C.

4. Materialy

4.1. Preparat DPPC
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Stosowa¢  L-o-dipalmitylofosfatydylocholing
(DPPC) o czystosci 99-procentowej i masie molo-
wej 734,1 g/mol.

4.2. Chloroform
Stosowa¢ chloroform cz.d.a.

4.3. Roztwor chlorku sodu
Stosowac roztwor chlorku sodu o stezeniu 9 mg/ml,
zwany w dalszej czgsci procedury sola fizjolo-
giczna.

4.4. Etanol
Stosowac¢ alkohol etylowy 96-procentowy cz.d.a.

5. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

5.1. Waga laboratoryjna
Stosowa¢ wage laboratoryjng umozliwiajacg wa-
zenie z doktadnoscia 0,1 mg/ml.

5.2. Pluczka ultradzwigkowa
Stosowaé ptuczke ultradzwickowa umozliwiajaca
sonikacje w ustawionym czasie.

5.3. Pompka wodna
Stosowa¢ pompke wodng zakonczong mikrossaw-
ka umozliwiajaca odsysanie zanieczyszczen z
powierzchni fazy cieklej oraz pozostatosci cieczy z
powierzchni korytka.

5.4. Waga Langmuira-Wilhelmy’ego
Stosowa¢ wage Langmuira-Wilhelmy’ego umoz-
liwiajacg termostatowanie probki w temperaturze
37 °C, wytworzenie monowarstwy DPPC na po-
wierzchni fazy cieklej i przeprowadzenie jej kom-
presji przy zadanej szybkosci deformacji po-
wierzchni w zakresie 0,625 +2,5 cm?/s.

6. Procedury przygotowywania roz-
tworéw i zawiesin

6.1. Roztwor DPPC
W badaniach stosowa¢ chloroformowy roztwor
DPPC o stgzeniu 1 mg/ml przechowywany w
szklanym naczyniu zamykanym nakrgtka z
uszczelkg silikonowg. Nakretka powinna byé
wyposazona w zawdr umozliwiajacy pobieranie
roztworu bez jej odkrecania. Naczynko z roz-
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tworem DPPC umiesci¢ w lodowce w tempera-
turze 2 + 8 °C.

6.2. Zawiesiny nanoczastek
Stosowac zawiesiny nanoczastek w soli fizjolo-
gicznej o stezeniach: 0,1; 0,25; 0,5; 0,751 1 mg/ml
poddane uprzedniej sonikacji w czasie 5 min.

7. Przygotowanie ukladu wagi
Langmuira-Wilhelmy’ego

Co najmniej 0,5 h przed planowanymi badania-
mi uruchomi¢ tazni¢ wodng i ustawi¢ temperatu-
re termostatu na 37 °C. Przed przystgpieniem do
pomiaru korytko oraz barierki urzadzenia do-
ktadnie przemy¢ etanolem. Pozostatosci etanolu
zebra¢é z powierzchni korytka mikrossawka
podlaczona do pompki wodnej, a nastepnie
optuka¢ czysta woda w celu zapewnienia czy-
stosci uktadu, niezbednej do prawidlowego
przeprowadzenia do$wiadczen. Plytke Wilhel-
my’ego wyjaé peseta z naczynia z etanolem,
opali¢ w plomieniu palnika gazowego i przemy¢
woda. Nastepnie podwiesi¢ na haczyku pota-
czonym z czujnikiem sity, tak aby znajdowata
si¢ ona w centralnej czesci korytka i byla zanu-
rzona w cieczy do okoto 1/3 swojej wysokosci.
Wszystkie czynnosci zwigzane z obstuga wagi
Langmuira-Wilhelmy’ego nalezy wykonywaé w
rekawicach jednorazowych.

8. Przeprowadzenie pomiaréw

Napetni¢ korytko wagi Langmuira-Wilhelmy’ego
sola fizjologiczna, tak aby powierzchnia meni-
sku cieczy znajdowata si¢ okoto 1 mm powyzej
powierzchni brzegu korytka. Po uplywie okoto
15 min uruchomi¢ przesuwanie barierek w stro-
ne plytki, $cierajac zanieczyszczenia z po-
wierzchni cieczy. Zanieczyszczenia te nastepnie
odessa¢ mikrossawka podiaczong do pompki
wodnej. Utworzy¢ monowarstwg DPPC na po-
wierzchni fazy cieklej przez ostrozne naniesie-
nie strzykawka Hamiltona 15 pl chloroformo-
wego roztworu DPPC (wg punktu 6.1.) na po-
wierzchnie soli fizjologicznej. Nie zanurza¢ igly
pod powierzchni¢ cieczy. Krople roztworu
DPPC umieszcza¢ rownomiernie w poblizu
plytki Wilhelmy’ego. Krople dozowa¢ z malej
wysokosci, aby nie spowodowa¢ ich ,,zatopienia”
w fazie cieklej. Uktad pozostawi¢ na 10 min do
odparowania chloroformu. Po tym czasie urucho-

mié przesuw barierek z zadana szybkoscia, roz-
poczynajac w ten sposob kompresje powierzchni
monowarstwy i pomiar cisnienia powierzchniowe-
go. Rejestrowaé wartosci ci$nienia powierzchnio-
wego 7 [(mN)/m] w funkcji powierzchni migdzy-
fazowej A [Az/czqsteczka]. Pomiary wykona¢ dla
trzech probek czystej fazy cieklej stanowiacej
uktfad odniesienia.

W celu okreslenia wplywu badanych nanocza-
stek na wiasciwosci powierzchniowe monowar-
stwy DPPC, korytko wagi napemi¢ wymieszang
doktadnie zawiesing nanoczastek (wg punktu 6.2.)
w podany wczesniej sposob. Nastepnie na po-
wierzchni  zawiesiny wytworzy¢ monowarstwe
DPPC. Pomiary przeprowadzi¢ dla trzech probek
zawiesiny o danym stezeniu nanoczastek.

9. Opracowanie wynikéw pomiaréw

W celu oceny wilasciwosci powierzchniowych
monowarstwy gtéwnego sktadnika surfaktantu
ptucnego (DPPC) wyznaczy¢ przebieg izotermy
kompresji, ktdry jest okreslony jako:

m = f(A),

gdzie:
7 — ci$nienie powierzchniowe, (mN)/m,
A — powierzchnia miedzyfazowa w A? przy-
padajaca na jedng czasteczke DPPC,
A’lczasteczka.

Nastepnie na podstawie przebiegu krzywej
izotermy kompresji wyznaczy¢ zaleznos¢ k(m):
_1dA
= T Adn
gdzie:
Kk — $cisliwo$¢ powierzchni ciecz-gaz zawie-
rajacej DPPC, m/N.

Dla kazdej izotermy kompresji wyznaczyé
minimalng warto$¢ Scisliwosci  powierzchni
Kmin (M/N) uzyskang podczas kompresji mono-
warstwy DPPC

Kmin = min{x(m)}.

Srednig warto$¢ minimalnej scisliwosci po-
wierzchni dla kazdego uktadu obliczy¢ jako sred-
nig arytmetyczng z trzech wartosci minimalnej
Scisliwosci powierzchni uzyskanych w poszcze-
gblnych pomiarach.
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Ponadto dla kazdej izotermy kompresji wy-
znaczy¢ maksymalng warto$¢ $cisliwosci po-
wierzchni x,,, (m/N) na podstawie zaleznosci:

Kmax = mMax {k(m)}.

Srednig warto$¢ maksymalnej Scisliwosci
powierzchni dla kazdego uktadu obliczy¢ jako

$rednig arytmetyczng z trzech wartosci maksy-
malnej $cisliwosci powierzchni uzyskanych w
poszczegdlnych pomiarach.

Obliczenia nalezy przeprowadzi¢ z wykorzy-
staniem programu komputerowego, np. Micro-
soft Office Excel.

WYNIKI

Ponizej przedstawiono przyktadowe wyniki bada-
nia wplywu nanoczastek glinokrzemianéw na
wlasciwosci powierzchniowe monowarstwy gtow-
nego sktadnika surfaktantu ptucnego (DPPC) uzy-
skane z zastosowaniem prezentowanej metody. Na
rysunku 5. przedstawiono izotermy kompresji
monowarstwy DPPC utworzonej na powierzchni

50 -

fazy cieklej zawierajacej nanoczastki haloizytu o
stezeniach: 0,25; 0,5 i 1 mg/ml. Na rysunku 6.
przedstawiono odpowiednie krzywe S$cisliwosci.
Faza ciekta w pomiarze kontrolnym nie zawierata
badanych nanoczastek. Badania przeprowadzono
przy szybkosci kompresji wynoszacej 75 cm’/min.
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Rys. 5. Izotermy kompresji monowarstwy DPPC utworzonej na powierzchni fazy cieklej zawierajacej nanoczastki
haloizytu, wyznaczone przy szybkosci kompresji 75 cm*/min
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Rys. 6. Krzywe $cisliwosci monowarstwy DPPC utworzonej na powierzchni fazy cieklej zawierajacej nanoczastki

haloizytu HN, przy szybkosci kompresji 75 cm*min

Stwierdzono, ze obecno$¢ nanoczastek haloizy-
tu ma wplyw na zmiane wlasciwosci powierzch-
niowych monowarstwy gldwnego skladnika sur-
faktantu ptucnego (DPPC). Powodujg one zmniej-
szenie aktywnosci DPPC na powierzchni migdzy-
fazowej przejawiajace si¢ zmniejszeniem wartosci
ci$nienia powierzchniowego w stosunku do warto-
$ci kontrolnych. Jest to prawdopodobnie spowo-
dowane: adsorpcja czasteczek DPPC na po-
wierzchni nanoczastek haloizytu, przemieszcze-
niem fosfolipidu w glab objetosci fazy cieklej i w
rezultacie zmniejszeniem liczby czasteczek DPPC
pozostajacych na powierzchni. Zjawisko to nasila
si¢ wraz ze wzrostem stezenia nanoczastek haloi-
zytu w ukladzie.

Nalezy podkresli¢, ze przy interpretacji wyni-
kéw badania wplywu nanoczastek na wlasciwosci

powierzchniowe monowarstwy glownego sktadni-
ka surfaktantu ptucnego (DPPC) w ukladzie wagi
Langmuira-Wilhelmy’ego niezwykle istotne jest
uwzglednienie charakterystyki fizykochemicznej
badanych nanoczastek. W wyjasnieniu przyczyn
zmian zachowan monowarstwy w obecnosci na-
noczastek glinokrzemianéw brano pod uwage
wiele czynnikéw, w tym m.in. skiad chemiczny,
morfologi¢ badanych nanoczastek (okreslona przy
wykorzystaniu skaningowego mikroskopu elek-
tronowego), powierzchnie wlasciwg (okreslong
metoda BET), wielko$¢ czastek (wyznaczona
metodami DLS oraz NTA). Ten aspekt zostat
szerzej przedstawiony w artykule opublikowanym
w czasopi$mie ,,Inhalation Toxicology” (Kondej,
Sosnowski 2013).
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