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Badanie dyfuzji agregatéw sadzy (DEP) w warstwie $luzu

Wstep

Agregaty sadzy DEP (Diesel Exhaust Paticles) emitowane przez sil-
nik diesla to fraktalopodobne struktury o skomplikowanej powierzchni
i ksztatcie. Ich wymiar waha si¢ od 10 az do 10 000 nm w zaleznosci
od rodzaju uzytego paliwa, wieku samochodu, jego stanu technicznego
czy obciagzenia. Czynniki te nie tylko determinuja wielko$¢ agregatow
DEP, ale rowniez wplywaja na morfologig oraz zwiazki zaadsorbowane
na ich powierzchni.

Agregaty DEP, tak zreszta jak i spaliny z silnikéw diesla, sa rako-
tworcze dla cztowieka [IARC, 2012], poniewaz wielko$¢ agregatow
sadzy pozwala na swobodna depozycj¢ w drzewie oskrzelowym. Na
szczg$cie natura nie pozostawita cztowieka bezbronnym. Jednym z me-
chanizméw ochronnych organizmu przed patogenami, pochodzacymi
ze $rodowiska zewngtrznego, jest warstwa $luzu, ktora wyscielajac
drogi oddechowe stanowi swoista putapke dla zdeponowanych na niej
czastek.

Sluz naturalny, niezaleznie od miejsca sekrecji, w znakomitej wick-
szosci sktada si¢ z wody (~95%), glikoprotein i lipidow (0,5+5%),
zwiazkéw mineralnych (0,5+1%) oraz biatek (1%) [Khanvilkar i in.,
2001]. Cho¢ ogodlne proporcje poszczegodlnych sktadnikow $luzu sa
takie same, to w zaleznosci od miejsca jego wytwarzania (przewod
pokarmowy, oddechowy, gorne drogi oddechowe czy tez dolne drogi
oddechowe) udziat poszczegdlnych frakcji moze by¢ rézny. Nie bez
znaczenia dla sktadu §luzu pozostaja rowniez infekcje i choroby wyste-
pujace w miejscach jego sekrecji.

Badania prowadzone dotychczas na $wiecie skupialy si¢ gtownie
na oddzialywaniu agregatéw DEP na komorki organizmow, okreslajac
ich wplyw na procesy nowotworzenia, stres komorkowy czy zwiazek
z pojawieniem si¢ odpowiedzi zapalnej. Brak jest jednak badan pozwa-
lajacych okresli¢ jak naturalne mechanizmy obronne organizmu radza
sobie z fraktalopodobnymi nanostrukturami, jakimi sa agregaty sadzy.

Dlatego celem niniejszej pracy bylo zbadanie szybkosci dyfuzji agre-
gatow DEP w warstwie $luzu. Rezultaty badan pozwolity odpowiedzie¢
na pytanie, czy $luz w drogach oddechowych chroni nas réwniez przed
agregatami DEP?

Materiaty i metoda

Agregaty DEP

W badaniach okre$lono wspétczynnik dyfuzji trzech typow agrega-
tow DEP przez warstwg sztucznego $luzu. Agregaty DEP uzyskano ze
spalania trzech réznych olei napedowych w wysokopreznym silniku
diesla (Mercedes, 1982r, 4 cylindry, pojemno$é 2399 cm’). Szczegd-
towy opis stanowiska badawczego do generowania spalin mozna odna-
lez¢ w pracy Penconek i Moskala [2010]. Charakterystyke agregatow
DEP wykorzystywanych w badaniu podano w tab. 1.

Tab. 1. Charakterystyka agregatow DEP, (d, — $rednia $rednica agregatu, nm)

Szacowany wymiar

Ozn. Pochodzenie Ksztatt fraktalny d,, nm
DEPI ON verva dendrytyczny 1,7 30
DEP II biodiesel zwarty 2,5 60

DEP Il ecodiesel dendrytyczny 1,7 117

Agregaty DEP ze spalin z silnika diesla deponowano na szklanych
ptytkach umieszczonych w urzadzeniu, ktorego schemat przedstawiono
na rys. 1. Urzadzenie podtaczone bylto bezposrednio do rury wydecho-
wej.
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Rys. 1. Schemat urzadzenia do depozycji
agregatow DEP

Do badan dyfuzji wykorzystano sztuczny $luz o uproszczonym
sktadzie: mucyna typu II (17%) (SIGMA Aldrich, USA), azydek sodu
(0,002%) (POCh, Polska) rozpuszczone w buforze HEPES 99%/
ACROS (POCh, Polska), pH 7,4.

Nieuzywanie w badaniu prawdziwego $luzu podyktowane byto kil-
koma powodami. Sluz w zaleznosci od miejsca produkcji w drogach
oddechowych oraz stanu zdrowia dawcy, cech osobniczych, a takze
aktualnych warunkow atmosferycznych (temperatura, wilgotnos¢) wy-
kazuje roznice w sktadzie i lepkosci, co mogloby wpltyna¢ na powta-
rzalno$¢ wynikow. Ponadto pozyskanie §luzu od dawcy jest nietatwe
i niejednokrotnie ktopotliwe.

Celka pomiarowa

Badania prowadzono w celce do badania dyfuz;ji, ktoérej konstrukcja
opierata si¢ na budowie celki przedstawionej w pracy Desai i Vadgama
[7991]. Schemat celki pomiarowej pokazano na rys. 2.

Celka sktadata si¢ z czg$ci donorowej wypetnionej zawiesing agre-
gatow DEP w wodzie oraz czgsci akceptorowej wypelnionej woda z in-
stalacji RO (PURICOM). Pomigdzy czg$cia donorowa i akceptorowa
umieszczano membrany syntetyczne o $rednicy poréw 100 nm (DURA-
PORE, MILLIPORE, Irlandia) oraz przygotowany §luz (wariant I) lub
roztwor buforowy (wariant II). Warstwa $luzu miata grubos¢ 0,15 cm.
W wariancie II warstwe $luzu zastapiono woda.
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Rys. 2. Celka do pomiaru dyfuzji
Metoda badawcza

Agregaty DEP przed umieszczeniem w celce pomiarowej po stronie
donorowej inkubowano w roztworze 1:1 20% KOH (Chempur, Polska)
1 96% EtOH przez 48 godzin. Po tym czasie oddzielano agregaty DEP
od roztworu wirujac zawiesing przez 30 min przy obrotach 6000 obr/
min (MPW — 56, Polska). Supernatant zlewano, a zawieszone w wodzie
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agregaty poddawano sonikacji w myjce ultradzwigkowej (Polsonic, typ
sonic 14, Polska) przez 3 minuty.

Takiej samej procedurze poddawane byty agregaty DEP wykorzysty-
wane do stworzenia krzywej wzorcowe;.

2,5 ml tak przygotowanej zawiesiny wprowadzano do czgsci dono-
rowej celki pomiarowej. Czg$¢ akceptorowa wypetiano 2,5 ml wody.
Dyfuzjg prowadzono w 37°C. Roztwory donorowy i akceptorowy byty
intensywnie mieszane w czasie procesu. Oznaczenia ilosci czastek
przechodzacych przez warstwg $luzu oraz membrang dokonano spek-
trofotometrycznie (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific, USA) przy
dhugosci fali 750 nm, wzgledem wody z instalacji RO jako proby od-
niesienia.

Pomiarow absorbancji roztworéw po stronie donorowej i akceptoro-
wej dokonywano w 30, 90 i 180 minucie procesu.

Sposob przygotowania agregatow DEP przed pomiarem oraz sposob
ich oznaczania byt zmodyfikowana metoda zaproponowana w pracy
[Rudd i Strom, 1981].

Wspétczynnik dyfuzji agregatow DEP przez
warstwe sluzu

Wspolczynnik dyfuzji agregatow DEP przez warstwg Sluzu zostat
okreslony przy zalozeniu, ze gradient stgzenia agregatéw DEP po stro-
nie donorowej i akceptorowej jest staty w czasie trwania procesu [Desai
i Vadgama, 1991]:

dc dc
di DF (D
warunki brzegowe:
c=c¢ dla x=0
c=c¢c, dla x=0,15

gdzie:
¢ — stgzenie agregatow DEP (1- str. donor, 2 — str. akcept.), [mg/ml]
D — wspotczynnik dyfuzji, [em™s™]
t — czas, [s]
x — grubo$¢ warstwy $luzu, (przyjgto x = 0,15 cm).
Dla przyjgtego zatozenia o stanie ustalonym rown. (1) sprowadza sig
do réwnania: 7
c
S @
Rozwiazujac rown. (2) dla przedstawionych warunkéw brzegowych
otrzymano zalezno$¢ na wspolczynnik dyfuzji w postaci:
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gdzie:
A — powierzchnia zajmowana przez warstwe $luzu, [sz]
Am — catkowita masa agregatow DEP dyfundujacych przez warstweg
$luzu, [mg].

Wartos¢ dAm/dt dla stanu ustalonego zostata wyznaczona ze wspol-
czynnika kierunkowego prostej obrazujacej zaleznos$¢ Am = f(f). War-
to$¢ dAm/dt wykorzystana do obliczenia wspotczynnika dyfuzji jest
usredniong warto$cia uzyskana z czterech powtorzen prowadzonych dla
kazdego z typu agregatow DEP i kazdego wariantu.

Kwadrat wspotczynnika korelacji (R dla kazdej krzywej aproksy-
mujacej wartosci eksperymentalne w celu wyznaczenia dAm/dt zawie-
rat si¢ w przedziale 0,84+0,99 dla wariantu ze §luzem oraz 0,97+1 dla
wariantu z woda.

Wyniki badan

Wspotczynniki dyfuzji uzyskane na podstawie rown. (3) zestawiono
w tab. 2.

Tab. 2. Wspotczynniki dyfuzji dla trzech typow agregatow DEP
w uktadzie ze Sluzem i woda

D-10" [em’s™]
D, s'luz/ D, ‘woda
$luz woda
DEP I, 30 nm, dendrytyczne 0,545 + 0,003 1,702 + 0,170 0,32
DEPII, 117 nm, dendrytyczne 2,110 + 1,290 2,551 +0,930 0,83
DEP II1, 60 nm, zwarte 0,506 + 0,470 1,715+ 0,070 0,30

Na rys. 3 zestawiono uzyskane wspolczynniki dyfuzji z wspolczyn-
nikami dyfuzji czastek o $rednicy od 0,84 nm (fluoresceina) do 500 nm
(czastki PEG — polyethylene glycol-grafted polystyrene particles).
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Rys. 3. Wspolczynnik dyfuzji w $luzie/wspotczynnik dyfuzji w buforze.

BSA — surowicza albumina wotowa, Ig A,G, M — przeciwciata ludzkie, VLP*** —
wirus brodawczaka ludzkiego réznych typow, HSV — wirus opryszczki, czastki PEG
(Polyethylene glycol-grafted polystyrene particles)

Whioski

Wspolezynnik dyfuzji agregatoéw DEP II przez warstwe $luzu wpi-
suje si¢ w trendy uzyskane dla biologicznych czastek o rozmiarach do
500 nm.

Dla znacznie mniejszych agregatow (DEP I i III) wspotczynnik dyfu-
zji jest 0 50% nizszy niz uzyskany dla czastek o podobnych rozmiarach
(VLP* *%*),

Niemniej jednak wszystkie trzy typy agregatow DEP wolniej dy-
funduja przez $luz niz przez bufor, co pozwala na wysunigcie wniosku
o ochronnej roli blony $luzowej rowniez wzgledem agregatow sadzy.

Ze wzgledu na ztozono$¢ uktadu (dyfuzja agregatéw fraktalopodob-
nych w ptynie nienewtonowskim), niezbgdne s jednak dalsze badania,
ktore pozwola okresli¢ zmiany, jakim podlegaja agregaty DEP w kon-
takcie z woda i w trakcie dyfuzji przez $luz.
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