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STRESZCZENIE

Nebulizacja, bedaca metoda rozpraszania cieczy do postaci drobnych kropelek tworzacych
mgle, jest jednym z waznych proceséw stosowanych w aerozoloterapii, tj. inhalacyjnym
podawaniu lekéw do ptuc. Uzywane w tym procesie preparaty lecznicze sg wodnymi
roztworami lub zawiesinami zawierajgcymi - procz samej substancji aktywnej
farmakologicznie - takze substancje stabilizujace formulacje (np. syntetyczne zwigzki
powierzchniowo-czynne). Skuteczno$¢ leczenia inhalacyjnego zalezy od miejsca depozycji
kropel mgly w uktadzie oddechowym, na co wptywa przede wszystkim rozktad wielkosci
kropel wytwarzanych w nebulizatorach, ktory zalezy od mechanizmu atomizacji i budowy
nebulizatora a takze od wlasciwosci fizykochemicznych rozpylanej formulacji lecznicze;.

Mimo wielu badan, wcigz brakuje doglebnej analizy przebiegu proceséw atomizacji
W nebulizatorach o réznej konstrukcji (pneumatycznych, siateczkowych), w tym zaleznosci
pomiedzy skladem preparatow leczniczych a wlasciwosciami powstajacego aerozolu,
przekladajagcymi si¢ na efektywnos$¢ leczenia. Inzynieria chemiczna z jej narz¢dziami
badawczymi z zakresu analizy uktadéw rozproszonych oraz opisu zjawisk przebiegajacych
W poblizu powierzchni migdzyfazowych (przeptyw, transport masy) moze znaczaco przyczynic
si¢ do poszerzenia wiedzy dotyczacej nebulizacji lekow, co powinno si¢ przelozy¢ na wzrost
efektywnosci aerozoloterapii.

Celem pracy jest charakterystyka procesu atomizacji wybranych cieczy w typowych
nebulizatorach medycznych, obejmujaca, w szczegdlnosci, analiz¢ przebiegu procesu
rozpylania w zalezno$ci od sktadu cieczy, a takze wyliczenia przewidywanej depozycji kropel
w uktadzie oddechowym. Badania te poszerzono o pomiary oddziatywania badanych (t;.
inhalowanych) substancji z modelowym surfaktantem ptucnym, pozwalajace na okreslenie
bezpieczenstwa ich stosowania w stosunku do powierzchni pecherzykéw ptucnych. W ramach
badan wykazano, ze poprzez wptyw na wlasciwos$ci atomizowanych cieczy (w szczegdlnosci:
dzigki zastosowaniu biozgodnych substancji pochodzenia naturalnego), mozliwe jest uzyskanie
aerozolu inhalacyjnego charakteryzujacego si¢ zwiekszong depozycje w okreslonych obszarach
uktadu oddechowego, co powinno przektadac si¢ na wzrost efektu leczniczego 1 jednoczesnym
zmniejszeniu skutkéw ubocznych aerozoloterapii.

Jako zasadnicze wlasciwosci cieczy mogace wpltywaé na wielko$¢ wytwarzanych kropel,
a przez to — na procesy transportu aerozolu w uktadzie oddechowym i depozycje, wskazano
wlasciwosci reologiczne, napigcie powierzchniowe oraz przewodno$¢ elektrolityczng, i ich

Znaczenie byto szczegdélowo analizowane w pracy. Badania objely wybrane leki inhalacyjne,



dodatki syntetyczne oraz nowo zaproponowane zwigzki naturalne mogace stanowid
potencjalnie substancje pomocnicze w lekach inhalacyjnych.

Badania dotyczace oceny wpltywu zdeponowanego aerozolu na surfaktant plucny
koncentrowaly si¢ na analizie zmian wlasciwosci lepkosprezystych modelowej powierzchni
miedzyfazowej ciecz-gaz. Zwrdécono uwage na zwigzek tych wiasciwosci z procesami
wymiany masy w ptucach, w tym z wymiang gazowg oraz tzw. hydrodynamicznym klirensem
(oczyszczaniem) pluc, ktore sa powigzanych z efektami Marangoniego wystepujacymi na
powierzchni pecherzykéw phucnych. Pomiary oddziatywan ze strony wybranych lekow
inhalacyjnych i dodatkéw naturalnych przeprowadzono w warunkach dynamicznych
(symulacja stanu powierzchni w plucach) z zastosowaniem dwoch modeli surfaktantu
phlucnego: lipidowego (jedno- 1 dwusktadnikowego) 1 wielosktadnikowego lipidowo-
biatkowym. W przypadku modelu lipidowego, pomiary wykonano przy uzyciu wagi
Langmuira-Wilhelmy’ego uzupelniong o mikroskopi¢ kata Brewstera (BAM). Pomiary
z zastosowaniem modelu wieloskladnikowego prowadzone metoda pulsujacej kropli
umozliwity wyznaczenie dylatacyjnych wtasciwosci reologicznych powierzchni ciecz-gaz oraz
okreslenie histerezy napigcia powierzchniowego podczas oscylacji powierzchni. Dzigki
wprowadzeniu odpowiednich parametréw ilosciowych (kryteriow) opisujacych badany uktad
dynamiczny mozliwe bylo okreslenie wplywu substancji pomocniczych dodawanych do lekow
na przebieg petli histerezy, a tym samym - na bezpieczenstwo ich stosowania w inhalacjach.

Podsumowujac, w niniejszej pracy zweryfikowano tezy badawcze, ktore mozna
sformutowac nastepujaco:

1) Na charakterystyke aerozolu wytwarzanego w nebulizatorach medycznych wplywajg
zasada dzialania i konstrukcja urzqdzenia, wilasciwosci fizykochemiczne cieczy
rozpylanej oraz warunki prowadzenia procesu. Tym samym, odpowiednio dobierajgc
parametry atomizacji prowadzonej w nebulizatorach mozna zmienia¢ jakos¢ aerozolu,
a dzigki temu — wplywac na efektywnos¢ depozycji kropel inhalowanego aerozolu w
poszczegolnych obszarach uktadu oddechowego.

2) W celu poprawy parametrow aerozolu i depozycji mozna zastosowac biozgodne zwiqzki
pochodzenia naturalnego, ktorych bezpieczenstwo stosowania w inhalacji moze by¢
ocenione doswiadczalnie w warunkach in vitro przez pomiary ich oddziatywan

fizykochemicznych ze sktadnikami ptynow wystepujgcych w uktadzie oddechowym.

Jednym z najwazniejszych rezultatow jest stwierdzenie wyraznej zaleznos$ci rozktadu

wielkos$ci kropel aerozoli uwalnianych z nebulizatorow od rodzaju urzadzenia atomizujacego
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(zasada dziatania i indywidualne cechy konstrukcyjne) 1 wtasciwosci fizykochemiczny cieczy
rozpylanej. Sposob realizacji procesu atomizacji cieczy jest elementem dominujacym
W ksztattowaniu wtasciwosci chmury aerozolowej, w tym zakresu wielko$ci kropel. Jednak
W konkretnym nebulizatorze widoczny wptyw na masowa wydajno$¢ emisji aerozolu, wielkos¢
kropel, ich polidyspersyjnos¢ oraz udziat kropel drobnych (FPF), majg parametry
fizykochemiczne cieczy (gtéwnie lepkos¢ oraz napiecie powierzchniowe).

Na podstawie badan dotyczacych interakcji pomigedzy modelowym surfaktantem ptucnym
a skfadnikami inhalowanego aerozolu stwierdzono, ze zaproponowane dodatki pochodzenia
naturalnego nie wptywaja negatywnie na biofizykochemiczng funkcje¢ surfaktantu. W celu
Sprawniejszej analizy wynikow pokazano, w jaki sposob mozna powigzaé kryteria oceny
ksztattu histerezy napigcia powierzchniowego z parametrami opisujacymi lepko-sprezyste
cechy obszaru powierzchniowego modelujacego obszar pecherzykdéw ptucnych.

W realizacji pracy plasujacej si¢ na pograniczu dyscyplin naukowych, wykorzystano
wiedze¢ 1 narzedzia badawcze z obszaru inzynierii chemicznej, potwierdzajac mozliwosc jej
zastosowania do rozwigzywaniu waznych praktycznie zagadnien z obszaru medycyny
i farmacji. Zaproponowane metody pomiarowe i sposob analizy danych pomiarowych,
pozwalajace na badanie na poziomie fizykochemicznym wptywu substancji aktywnych oraz
dodatkow lekoéw inhalacyjnych na proces powstawania aerozolu i jego oddzialywania na uktad
oddechowy moga zosta¢ wykorzystane do dalszego prowadzenia pomiaré6w nad innymi

substancjami o podobnym potencjale.

Stowa kluczowe: atomizacja cieczy; aerozol leczniczy; nebulizator; surfaktant ptucny;
powierzchnia miedzyfazowa; leki inhalacyjne



ABSTRACT
Nebulization, as a method of dispersing liquid into small droplets creating a mist, is one of

the important processes used in aerosol therapy, i.e. inhalation administration of drugs into the
lungs. The medicine used in this process are aqueous solutions or suspensions containing - apart
from the pharmacologically active substance itself - also substances stabilizing the formulation
(e.g. synthetic surfactants). The effectiveness of inhalation treatment depends on the deposition
area of mist droplets in the respiratory system, which is influenced primarily by the size
distribution of drops emitted via nebulizers, which depends on the mechanism of atomization
and the nebulizer design, as well as on the physicochemical properties of the sprayed medicinal
formulation. Despite many studies, there is still no in-depth analysis of the atomization
processes in nebulizers of various designs (jet, mesh), including the relationship between the
composition of drugs and the properties of the resulting aerosol, which results in the treatment
effectiveness. Chemical engineering with its research tools of analysis of dispersed systems and
description of phenomena occurring near interfacial surfaces (flow, mass transport) can
significantly contribute to expanding knowledge about drug nebulization, which should result
in an increase in the effectiveness of aerosol therapy.

The aim of the work is to characterize the atomization process of selected liquids in typical
medical nebulizers, including, in particular, the analysis of the spraying process depending on
the liquid composition, as well as the calculation of the expected deposition of drops in the
respiratory system. These studies were extended to include measurements of the interaction of
the tested (i.e. inhaled) substances with a model pulmonary surfactant, allowing for the
determination of the safety of their use in relation to the surface of the alveoli. The research
showed that by influencing the properties of atomized liquids (in particular: thanks to the use
of biocompatible substances of natural origin), it is possible to obtain an inhalation aerosol
characterized by increased deposition in specific areas of the respiratory system, which should
translate into an increase in the therapeutic effect and a simultaneous reduction in side effects
of aerosol therapy.

As basic properties of the liquid that may affect the size of the droplets, and thus the
processes of aerosol transport in the respiratory system and deposition, were indicated:
rheological properties, surface tension and conductivity, and their importance was analyzed in
detail in this work. The research included selected inhalation drugs, synthetic additives and
newly proposed natural compounds that could potentially excipients in inhalation drugs.

Studies assessing the impact of the deposited aerosol on the lung surfactant focused on
analyzing changes in the viscoelastic properties of the model liquid-gas interface. It was paid
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attention to the relationship between these properties and the mass exchange processes in the
lungs, including gas exchange and the so-called hydrodynamic clearance of the lungs, which
are related to the Marangoni effects occurring on the surface of the alveoli. Measurements of
the effects of selected inhalation drugs and excipients were carried out in dynamic conditions
(simulation of the surface condition in the lungs) using two models of lung surfactant: lipid
(single- and two-component) and multi-component lipid-protein. In the case of the lipid model,
measurements were performed using a Langmuir-Wilhelmy balance equipped with Brewster's
angle microscopy (BAM). Measurements using a multi-component model carried out using the
pulsating drop method made it possible to determine the dilatational rheological properties of
the liquid-gas interface and to determine the surface tension hysteresis during oscillations.
Thanks to the introduction of appropriate quantitative parameters (criteria) describing the tested
dynamic system, it was possible to determine the impact of excipients added to drugs on the
course of the hysteresis loop, and thus on the safety of their use in inhalations.

To sum up, in this work the following assumptions were verified:

1) The characteristics of the aerosol produced in the nebulizers are influenced by the
principle of operation and device design, the physicochemical properties of the sprayed
liqguid and the conditions of the process. Thus, by appropriately selecting the
atomization parameters carried out in nebulizers, it is possible to change the quality of
the aerosol and thus influence the efficiency of deposition of inhaled aerosol droplets in

individual areas of the respiratory system.

2) In order to improve aerosol and deposition parameters, biocompatible compounds of
natural origin can be used and their safety can be assessed experimentally in in vitro
conditions by measuring their physicochemical interactions with the components of

fluids present in the respiratory system.

One of the most important results is the finding of a clear dependence of the size
distribution of aerosol droplets released from nebulizers on the type of atomizing device
(operating principle and individual design features) and the physicochemical properties of the
sprayed liquid. The method of implementing the liquid atomization process is the dominant
element in shaping the properties of the aerosol cloud, including the droplet size range.
However, in a specific nebulizer, the physicochemical parameters of the liquid (mainly
viscosity and surface tension) have a visible impact on the mass efficiency of aerosol emission,

the size of droplets, their polydispersity and the fraction of fine droplets (FPF).



Based on studies on the interaction between a model lung surfactant and the components
of the inhaled aerosol, it was found that the proposed additives of natural origin do not
negatively affect the biophysicochemical function of the surfactant. In order to analyze the
results more efficiently, it was shown how the criteria for assessing the shape of surface tension
hysteresis can be linked to parameters describing the viscoelastic features of the surface area
modifying the area of the alveoli.

In the course of this work, which is at the border of scientific disciplines, knowledge and
research tools from the field of chemical engineering were used, confirming the possibility of
its application to solve practically important issues in the field of medicine and pharmacy. The
proposed measurement methods and method of analysis of measurement data, allowing for
testing at the physicochemical level of the impact of active substances and additives of
inhalation drugs on the process of aerosol formation and its impact on the respiratory system,

can be used to further carry out measurements on other substances with similar potential.

Keywords: liquid atomization; medicinal aerosol; nebulizer; pulmonary surfactant; interfacial

surface; inhalation drugs
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SPIS SKROTOW I SYMBOLI

SYMBOLE LACINSKIE

A powierzchnia przypadajaca na jedng zaadsorbowana czasteczke
(A?/czasteczka)

Abs absorbancja (-)

c stezenie (mol-dm)(kg-m)

st wspotczynnik $cisliwosci monowarstwy (N-m™)

D (efektywny) wspotczynnik dyfuzji (m?s?)

dd $rednica kropli (m)

Dv(50) srednica mediany rozktadu objgtosciowego (M)

F(dq) funkcja rozktadu skumulowanego wielkos$ci kropel

f(da) funkcja gestosci rozktadu wielkos$ci kropel

g przyspieszenie ziemskie (m-s?)

HANn znormalizowane pole histerezy napiecia powerzchniowego (m-N7)

hq wysokos¢ kropli mierzonej od ptaszczyzny odniesienia (m)

i liczebnos¢ sktadnikow

K stala rownowagi adsorpcji (m3mol)

k wspotezynnik konsystencji (Pa-s)

ks stata Boltzmanna (1,38-:10% J-K )

n wskaznik charakterystyczny ptyniecia (-)

Mg masa kropli (g)

Q strumien objetosciowy przeptywu (m3-s?)

R stala gazowa (8,31 J-mol1-K™?)

Ri12 promien krzywizny kropli (m)

Ra promien drogi oddechowej (m)

Re liczba Reynoldsa (-)

Stk liczba Stokesa (-)

T temperatura (K)

t czas (s)

u predkosé ptynu (m-s?)

Ta temperatura absolutna powietrza (K)

Ua predko$¢ aerozolu/powietrza (m-s™)

Vd objetosé kropli (m?)

Z wzgledna zmiana wartosci Dv(50) (%)
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SYMBOLE GRECKIE

I
I'm

12
Apgl
APy

Omax

Omin

stezenie powierzchniowe sktadnika i (mol-m)

maksymalne stezenie powierzchniowe skladnika (mol -m)
odksztalcenie powierzchni migdzyfazowej ciecz-gaz

szybkos¢ $cinania (s7)

szybkos¢ dylatacyjnej deformaciji powierzchni (s?)

roznica pomiedzy gestoscia osrodka gazowego i cieklego (kg-m)
zmiana cis$nienia w stosunku do ptaszczyzny odniesienia

modut zachowawczy (N -m™)

modut dyssypacyjny (N-m™)

modut dylatacyijny, sprezysto$é¢ powierzchniowa (N -m™)

dhugos¢ fali (m)

lepkos$¢ dynamiczna (Pa-s)

lepko$¢ dynamiczna powietrza (Pa-s)

lepkosé powierzchniowa (kg -s?)

molowy potencjat chemiczny (J-mol™)

$cisliwos¢ powierzchni miedzyfazowej ciecz-gaz (m-N?)
ci$nienie powierzchniowe (N-m™)

chwilowe ci$nienie powierzchniowe (N -m™)

gestosé cieczy (kg-m=3)

gestos$é cieczy tworzacej krople w chmurze aerozolowej (kg -m=)
napiecie powierzchniowe (N-m™)

chwilowe dynamiczne napiecie powierzchniowe (N-m™)
maksymalna warto$¢ napigcia powierzchniowego cyklu kompresja-
ekspansja (N-m™)

minimalna warto$¢ napigcia powierzchniowego cyklu kompresja-
ekspansja (N -m™)

réwnowagowe napiecie powierzchniowe (N -m™)

napigcie powierzchniowe subfazy (N-m™)

naprezenia Scinajace (Pa)

kat przesunigcia fazowego ()

czesto$é oscylacji (s7)
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SKROTY I OZNACZENIA

ARLA
AFM
API
BAC
BAM
CHOL
CBS

CSD
DOPC
DPPC
EDTA Na;
ET
FPF

G
GLY
GLI
GLU
GSD

GRAS
I
IVIVC
JN

LB
LBB
LC

LE
LM
LWB
MMAD

MPS

kalkulator depozycji aerosolu w ptucach

mikroskopia sit atomowych (z ang. atomic force microscopy)
substancja aktywna (z ang. Active Pharmaceutical Ingredient)
chlorek benzalkoniowy

mikroskopia kata Brewstera (z ang. Brewster angle microscopy)
cholesterol

tensjometr uwi¢zionego pecherzyka (z ang. captive bubble
surfactometer)

tensjometr ograniczonej kropli (z ang. constrained sessile drop)
1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
1,2-dipalmitoilo-sn-glicerolo-3-fosfocholina

wersenian disodowy

obszar gornych drég oddechowych

udzial czastek drobnych (z ang. Fine Particle Fraction) (%)

stan gazowy organizacji monowarstwy

gliceryna

powierzchnia migdzyfazowa ciecz-gaz (z ang. gas-liquid interface)
glukoza

geometryczne odchylenie standardowe (z ang. Geometric Standard
Deviation) (-)

generalnie uznane za bezpieczne (z ang. generally recognised as safe)
stan przej§ciowy organizacji monowarstwy

korelacja in vitro/in vivo (z ang. in vivo/in vitro correlation)
nebulizator pneumatyczny (z ang. jet nebulizer)

ciala lamelarne

waga Langmuira-Blodgetta (z ang. Langmuir- Blodgett balance)

stan cieczy skondensowanej organizacji monowarstwy

stan cieczy rozprezonej organizacji monowarstwy

model lipidowy surfaktantu ptucnego

waga Langmuir’a-Wilhelmy’ego (z ang. Langmuir-Wilhelmy balance)
srednica aerodynamiczna mediany rozktadu masowego (z ang. Mass
Median Aerodynamic Diameter)

model surfaktantu ptucnego
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MPPD

NaCMC

PA
PD
PBS

POChP
POPE
POPG
PS
RV

Sl
SPAN
B
™
UN
VMN

model wielo$ciezkowy obliczania depozycji czastek (z ang. multi-path
particle dosimetry)

s6l sodowa karboksymetylocelulozy

pecherzykowy obszar ptuc

kwas palmitynowy

metoda wiszacej kropli (z ang. pendant drop)

tensjometr z pulsujacym pecherzem (z ang. pulsating buble
surfactometer)

przewlekta obturacyjna choroba ptuc
1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfo-etanoloamina
1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfoglicerol

surfaktant ptucny (z ang. pulmonary surfactant)

objeto$é rezydualna nebulizatora (m®)

indeks stabilnosci (-)

rozpietos¢ rozktadu wielkos$ci czastek aerozolowych (-)
tchawiczo-oskrzelowy obszar ptuc

membrany cylindryczne

nebulizator ultradzwigkowy (z ang. ultrasonic nebulizer)

nebulizator siateczkowy (z ang. vibrating mesh nebulizer)
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1. Wstep

Swiadectwem szczegdlnego znaczenia proceséw atomizacji rozumianych jako procesy
majace na celu rozbicie uktadu (na ogét: cieczy) na elementy o mniejszym rozmiarze jest
szeroki zakres zastosowan, w ktorych procesy tego typu odgrywaja kluczowa rolg. Wynika to
przede wszystkim z niepodwazalnych zalet uktadu bedacego efektem atomizacji — aerozolu.
Aerozol czyli uktad dyspersyjny stworzony przez gazowsg faz¢ ciggla oraz zawieszone w niej
krople cieczy lub czgstki stale tworzace fazg rozproszong charakteryzuje sie duza sumaryczna
powierzchnig migdzyfazowa gaz-ciecz oraz zredukowanym oporem przenoszenia masy w fazie
cigglej. Procesy atomizacji stanowig rowniez zrodlo zjawisk naturalnych wystepujacych
w przyrodzie. Najlepszym przyktadem jest m.in., bryza morska, ale takze pozar czy erupcja
wulkanu, w wyniku ktorych powstaja popioty i uwalniane sg mikroelementy. Podobnie, za
pewien rodzaj atomizacji mozna uznac¢ erozje oraz wietrzenie, a wigc procesy, w ktorych w
wyniku dziatania wody lub wiatru dochodzi do rozdrobnienia materiatu statego™.

Obserwacje wspomnianych zjawisk naturalnych pozwolity na zrozumienie mechaniki
procesu atomizacji i tym samym pozwolily podja¢ proby wdrozenia atomizacji w réznych
gateziach przemystu, w rolnictwie oraz w systemach ochrony $rodowiska. Ich efektem sg m.in.
atomizery wykorzystywane w absorpcyjnej spektrometrii atomowej, systemy natryskowe czy
suszarki rozpytowe. Przyktady zastosowan wspomnianych systemow zostaty przedstawione w
tabeli 1.1. Kolejnym, niezwykle waznym krokiem bylo powigzanie procesu atomizacji z
podawaniem lekow. Wspoélczesne atomizery, ktore znalazty zastosowanie w medycynie stuza
do podawania lekéw zaréwno na skore®, donosowo®#), bezposrednio do jamy ustnej czy
gardta oraz do uktadu oddechowego®®. Najczesciej proces ten wykorzystuje sie jednak w
aerozoloterapii do tworzenia aerozoli terapeutycznych w postaci m.in. mgiel, sprayow czy
chmur aerozoli powstatych z proszkow.

Obecnie, w wyniku ciggltego postepu gospodarczego, cywilizacyjnego 1 edukacyjnego
wzrasta §wiadomos$¢ dotyczaca pltynacych z tego rozwoju zagrozen 1 negatywnych skutkow dla
zdrowia oraz zycia cztowieka. Przyczynia si¢ to do szukania nowych, bardziej skutecznych
rozwigzan w zakresie leczenia roznego typu schorzen, w tym tych, w obrgbie drog
oddechowych. Prowadzi to do dlugotrwatych badan na rzecz nowych substancji
terapeutycznych, testowani nieznanych dotad technik leczniczych czy rozwoju istniejacych
obecnie metod. Wsréd prowadzonych badan istotnym elementem jest poglebianie i wyjasnienie
mechanizmow oraz zaleznosci pomigdzy sktadem lekow 1 formulacji leczniczych, a

uzyskiwanym efektem leczniczym. Dobrym przyktadem jest w tym zakresie aerozoloterapia.
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Stanowi ona metod¢ terapeutyczng, w ktorej wcigz, mimo prowadzonych licznych dziatan
rozwojowych, istnieje zapotrzebowanie na badania podstawowe majace na celu poszerzenie
dostepnej wiedzy i wyjasnienie zjawisk fizykochemicznych odgrywajacych kluczowa role
W procesie atomizacji lekow inhalacyjnych. Prace badawcze podjete w niniejszej rozprawie
doktorskiej majg tym samym charakter interdyscyplinarny. Dzigki wykorzystaniu narzedzi
inzynierii chemicznej, ale takze wiedzy z zakresu medycyny i farmacji, zmierzaja one do
poglebienia wiedzy w dominujacym stopniu dotyczacej wytwarzania oraz mechaniki aerozoli

leczniczych i ich interakcji z powierzchnig ptucna.

Tab. 1.1. Przyklady zastosowan systemow wykorzystujgcych proces atomizacji

Przyktad Przeznaczenie Obszar zastosowania

detekcja pierwiastkow w
atomowej spektrometrii
absorpcyjnej z atomizacjg w
ptomieniu
do dezynfekcji powierzchni, w
srodkach chemicznych
stosowanych w
gospodarstwach domowych®
aplikatory dermokosmetykow, przemyst kosmetyczny

w tym kremow i emulsji? przemyst farmaceutyczny
poprawa homogenicznosci
rozprowadzenia pokrycia

powierzchni ciat statych takich

analiza instrumentalna

Atomizery
srodki czyszczace

budownictwo

: . . motoryzacj
jak pokrycia koloryzujace Iub Ialgrgrli/ici\(l:\J/g
w funkcjonalizacji warstw
ochronnych*)
Systemy natryskowe nawozenie oraz stosowanie rolnictwo
ystemy natry herbicydéw czy pestycydow?
rownomierne nanoszenie .
1) przemyst mineralny

cieczy podczas obrébki ropy
uktadach oczyszczania
powietrza®?, poprawy jego

jakos$ci poprzez nawilzenie® i

systemy przeciwpozarowe™)

systemy ochrony srodowiska

przetworstwo zywnosci? i
mikrokapsulacja aromatow®®)
produkcja funkcjonalnych
materialow tekstylnych
Suszarki rozpytowe zawierajacych kosmetyki przemyst tekstylny
chronigce skore
(kosmetykotekstylia)™*®)
produkcja lekow
proszkowych®”

przemyst spozywczy

przemyst farmaceutyczny

Szukanie mozliwie najkorzystniejszych warunkow przeprowadzania procesOw atomizacji

lekow wystepujacych w postaci cieczy lub tez aerozolizacji proszkoéw leczniczych, ktore lezy
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u podstawy aerozoloterapii, opiera si¢ na ocenie i odpowiednim doborze wartos$ci parametrow
wptywajacych na proces. Parametry te mozna podzieli¢ na dwie grupy (a) parametry zalezne
od osobniczych cech pacjenta oraz (b) wynikajace z koncepcji samego procesu, ktore mozna
zoptymalizowac stosujgc dostepne narzedzia inzynierii chemicznej. Wiasnie te zagadnienia
zostaly podjete w czesci teoretycznej pracy, a nastepnie zweryfikowane na etapie badan.
Istotng role w projektowaniu uzycia nowych substancji leczniczych oraz poprawy
efektywnosci obecnie dostgpnych technik aerozoloterapeutycznych stanowi prowadzona juz na
wczesnym etapie weryfikacja oddziatywan zdeponowanej dawki leku na powierzchni¢ ptucng
i pokrywajace ja ptyny biologiczne w badaniach in vitro. Pomocnym przy tego typu badaniach
jest ustanowienie kryteriow oceny, ktore w mozliwie najpelniejszy sposob beda stanowié
wskaznik stanu fizjologicznego ptuc. Przykladem takiego wskaznika jest niewatpliwie
surfaktant plucny odgrywajacy kluczowa role w prawidlowej; wentylacji pluc oraz
z umozliwiajacymi oceng parametramii. Wyjasnienie znaczenia badan in vitro nad interakcjami

aerozol-surfaktant ptucny stanowi jedno z kluczowych zadan podjetych w niniejszej pracy.
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2. Terapie medyczne jako przyklad szczegdlnego zastosowania atomizacji
Oprdcz aerozoli zawierajacych zanieczyszczenia srodowiskowe pochodzenia naturalnego
np. pyt pustynny lub pochodzenia antropologicznego np. czastki state Diesla®®, istnieje preznie
rozwijana grupa aerozoli terapeutycznych, wykorzystywanych jako medium no$nikowe
substancji leczniczych podawanych wprost do ukladu oddechowego droga wziewna.
Terapeutyczne aerozole stanowig wielofazowe uktady koloidalne, w ktérych fazg dyspersyjna
jest o$rodek gazowy (najczeSciej powietrze, ale rowniez czysty tlen lub heliox — mieszanina
helu i tlenu)®29), a faze zdyspergowana tworza czastki state lub krople. W przypadku uktadow
koloidalnych zawierajacych substancje aktywna (API z ang. Active Pharmaceutical Ingredient)
w postaci czastek statych mamy do czynienia z aerozolami uwalnianymi m.in. z inhalatorow
proszkowych lub cisnieniowych. Natomiast uktady dyspersyjne obejmujace API rozpuszczone
w kroplach cieczy zawieszonych w gazie sg okre§lane mianem mgty i powstaja przy uzyciu
m.in. inhalatoréw donosowych oraz nebulizatoréw®Y. Jak wspomniano wcze$niej, to wiasnie
proces powstawania aerozoli (atomizacja) w specjalnie zaprojektowanych urzadzeniach
medycznych stanowi podstawg technik terapeutycznych wykorzystywanych w aerozoloterapii.
Jedng z wielu zalet aerozoloterapii jest szeroki zakres jej zastosowan. Farmaceutyki
wziewne to zarowno (i) preparaty o ukierunkowanym dziataniu lokalnym (miejscowym), ktore
sa stosowane w terapiach gornych i dolnych drég oddechowych jak réwniez (ii) preparaty
0 dziataniu systemowym stuzace do ogodlnoustrojowej dystrybucji lekéow. Obecnie
W aerozoloterapii stosuje sig: antybiotyki wziewne np. tobramycyna®?, aztreonam®) czy
kolistyna®?; leki antycholinergiczne np. atropina i skopolamina®®; biofarmaceutyki wziewne
np. DNaza — dornaza alfa i insulina®); leki immunosupresyjne np. cyklosporyna A®7;
szczepionki np. przeciw grypie®®; leki przeciwgrzybicze np. amfoterycyna B®329; [eki
przeciwgruzlicze np. amikacyna i kapreomycyna®?; wziewne leki sterydowe o krotkim
i przedtuzonym dziataniu np. budezonid®V; leki mukolityczne np. N-acetylocysteina
i karbocysteina®?); leki przeciwzapalne np. a-1-antytrypsyna®; leki rozszerzajace oskrzela np.
salbutamol i bromek ipratropium®. Przedstawiony bogaty zbior substancji aktywnych jest
W znacznej czg$ci efektem zalet jakie wigza si¢ z wziewna drogg podawania lekéw. Zalety te
sprawiaja, ze duzg wage przyktada si¢ nawet do adaptacji lekéw podawanych pierwotnie droga
doustng lub dozylng do formy wziewnej. Wynika to z wielu przyczyn. Jedng z nich jest fakt, ze
maloinwazyjna droga wziewna jest znacznie lepiej tolerowana przez pacjentow niz droga

(35)

dozylna (zwlaszcza przez mtodszych pacjentow) Dodatkowo, poroéwnujac szybkos¢

dziatania lekéw wziewnych oraz iniekcji podskérnej mozna zauwazyC wystepowanie
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przyblizonych efektow w podobnym czasie®®"). Natomiast zestawiajac ze soba leki doustne
I inhalacyjne widoczna jest juz wyrazna przewaga w szybkosci wystgpowania efektu
terapeutycznego inhalacyjnej formy dostarczania lekow®®). Efekt ten mozna tlumaczy¢ po
czesci niska aktywno$cig enzymow w ptucach oraz eliminacjg biotransformacji substancji
aktywnej (API) w watrobie (brak tzw. efektu pierwszego przejscia, ktory jest obecny
w przypadku doustnego podawania lekéw). Sprawia to, ze leki inhalacyjne charakteryzuja si¢
dobra biodostepnoscia ptucna, czyli dawka leku wchtaniang przez uktad oddechowy®®49, Za
dobrg biodostepno$¢ ptucng preparatéw leczniczych odpowiada jednak réwniez budowa
samych ptuc tj. nieznaczna grubos¢ Scianki btony §luzowej pokrywajacej ptuca (0,1-0,2 pum),
a co si¢ z tym wigze takze duza jej przepuszczalnos$¢ (absorbcja wickszos$ci substancji o masie
czasteczkowej ponizej 40 kDa, w tym insuliny i morfiny), szybko$¢ absorbcji przez btong oraz
silne ukrwienie dolnych drog oddechowych, a przede wszystkim bardzo duza powierzchnia,
ktéra umozliwia absorpcje leku (ok. 100 m?). Wysoka biodostgpnoéé oraz maksymalizacja
depozycji lokalnej przy jednoczesnej minimalizacji dawki leku umozliwia znaczne

stosowaniem 1ol lekéw  co  stanowi

ograniczenie efektow ubocznych zwigzanych ze
niepodwazalng zalete wziewnej drogi dostarczania lekow“ ). Ze wzgledu na wymienione
zalety, obecnie upatruje si¢ szczego6lnych szans w adaptacji do warunkéw inhalacyjnych
farmakoterapii doustnej czy tez dozylnej, przede wszystkim z obszaru obejmujacego leki
przeciwnowotworowe stosowane w leczeniu raka ptuc®®, takie biofarmaceutyki wziewne, jak
np. ludzki hormon wzrostu, $rodki stosowane w terapiach genowych, w tym plazmidy
wektorowe®, egzogenne surfaktanty stosowane w przypadku negatywnych skutkow
wentylacji ptuc oraz w terapii noworodkéw z zespotem zaburzen oddechowych®9), czy tez
szczepionki m.in. testowana jest koncepcja wziewnej szczepionki przeciw COVID-19¢7,
Mimo oczywistych zalet stosowania aerozoloterapii do leczenia systemowego, wcigz
glownym przeznaczeniem tej metody jest podawanie lekow o dzialaniu lokalnym w uktadzie
oddechowym. Leki inhalacyjne wykorzystuje si¢ w przypadku m.in. mukowiscydozy, astmy,
niezytu goérnych drog oddechowych, przewlektej obturacyjnej choroby ptuc (POChHP),
przewleklego zapalenia zatok czy zapalenia ptuc oraz alergii. Znaczenie aerozoli leczniczych
w terapiach chordb uktadu oddechowego jest ogromne®). Na oficjalnej stronie Swiatowej
Organizacji Zdrowia®), bedacej opiniotwérczym autorytetem, pokazano jak istotng role
odgrywa aerozoloterapia, w tym nebulizacja, jako narz¢dzie walki przeciwko astmie, POChP,
pylicy czy mukowiscydozie. Przykladowo w 2019 roku POChHP stala si¢ trzecig najczestsza
przyczyna $mierci na §wiecie - w wyniku tej choroby zmarto 3,23 mln oséb. Z kolei w tym

samym roku astma, klasyfikowana obok POChP jako przewlekta choroba pluc, zostata
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zdiagnozowana u 262 min dzieci oraz dorostych i odpowiada za ok. 455 tys. zgondow.
Wspomniane schorzenia wg obecnego stanu wiedzy sg nieuleczalne, ale moga by¢
kontrolowane. Odpowiedzig na pytanie, w jaki sposéb mozna ograniczy¢ skutki takich chorob
1 spowolni¢ ich postgpowanie jest bez watpienia aerozoloterapia. Wsrod wielu pacjentéw
szczegblng grupe stanowig osoby, ktore, ze wzgledu na zaawansowanie choroby, wiek (dzieci
1 osoby starsze) lub osobnicze cechy budowy ptuc, cierpig na trudnosci oddechowe, a wiec nie
moga wykona¢ poprawnego oddechu. W takim przypadku podawanie leku odbywa si¢ przy
pomocy nebulizatoréw. Nebulizacja to technika lecznicza umozliwiajgca atomizacje cieczy do
postaci drobnych kropel, ktéra w sposéb ciaggly, z wymuszeniem przeptywu powictrza,
wprowadza droga wziewna lek do ukladu oddechowego™®. Krople powstajace w
nebulizatorach charakteryzuja si¢ polidyspersyjnym rozktadem wielkosci, dlatego tylko czgsé
z nich, o odpowiedniej $rednicy (ponizej 5 um) moze dotrze¢ do pozadanego miejsca depozycji
i wywotaé efekt terapeutyczny (ogolnosystemowy lub lokalny)©05D,

Obszary depozycji mgiet leczniczych w drogach oddechowych, a co si¢ z tym wigze
skutecznos$¢ terapii aerozolowej, zaleza od wlasciwosci i jakosci aerozolu. Na wlasciwosci
chmury aerozolowej ma wplyw kilka elementow biologicznych 1 fizjologicznych np.
indywidualne cechy pacjenta, wiek czy geometria ptuc. Z drugiej strony skuteczno$¢ leczenia
zalezy rowniez od czynnikow, ktore mozna zoptymalizowa¢ za pomocg narzg¢dzi inzynierskich
m.in. rozktadu wielkoS$ci czastek aerozolu. Wihasciwosci aerozolu mozna poprawié¢ albo poprzez
zmiang konstrukcji inhalatora, czy parametrow powietrza rozcienczajgcego tj. wilgotnosci czy
temperatury powietrza albo modyfikacje whasciwosci fizykochemicznych preparatu®-5. Oba
zagadnienia sg bardzo interesujgce z punktu widzenia pracy badawczo-rozwojowej, poniewaz
optymalizacja charakterystyki mgly terapeutycznej moze skroci¢ czas nebulizacji, obnizy¢
dawki farmaceutyku i zminimalizowaé¢ skutki uboczne poprzez ograniczenie osadzania si¢
aerozolu poza pozadane miejsce depozycji®>". Analiza dynamiki procesu atomizacji
zachodzacego w komorze nebulizatora umozliwiajaca lepsze poznanie wptywu wybranych
czynnikéw technicznych na rozktad wielkosci kropel w chmurze aerozolowej, wydaje si¢ by¢
szczegolnie interesujaca, przede wszystkim ze wzgledu na potencjal rozwojowy terapii
inhalacyjnych. Konieczno$¢ poglebiana wiedzy w tym zakresie jest niepodwazalna m.in. ze
wzgledu na stale pojawiajace sic wyzwania np. pandemia COVID-19%®). Jednoczesnie, nowe
wyzwania przed naukowcami stawia ciggly rozwoj techniki umozliwiajacy wprowadzenie
nowych rozwigzan, przyktadowo stosunkowo nowe nebulizatory z wibrujaca membrang®® czy

wprowadzanie modyfikacji we wtasciwosciach formulacji leku.

23



3. Motywacja podjecia badan

Gtownym celem naukowym niniejszej rozprawy doktorskiej jest zbadanie procesu
atomizacji cieczy pod katem czynnikow technicznych wptywajacych na jakos$¢ aerozolu
terapeutycznego uwalnianego z inhalatorow medycznych, ze szczegdlnym ukierunkowaniem
na rolg wlasciwosci fizykochemicznych cieczy atomizowanej. Podjeta tematyke badawcza
umotywowano przede wszystkim potrzebg usystematyzowania i poszerzenia wiedzy od strony
aspektow inzynierskich samego procesu, co jest podyktowane brakiem wystarczajacej wiedzy
w Srodowisku lekarskim, farmaceutycznym oraz ws$rdd pacjentéw. Krytyczna analiza
aktualnego stanu informacji i istniejacych w nich niedoborach lezy u podstaw prezentowanych
badan, ktére koncentruja si¢ na wptywie wlasciwosci fizykochemicznych rozpylanych cieczy
oraz warunkow nebulizacji na wlasciwosci aerozolowe mgty leczniczej oraz jej potencjalne
oddzialywanie na ptuca. Zaproponowane w pracy podejscie pozwala na przeprowadzenie badan
o charakterze podstawowym, prowadzacych do rozszerzenia znajomosci z zakresu inzynierii
chemicznej w zastosowaniu do wytwarzania i mechaniki aerozoli medycznych.

Przy rozwazaniach nad technicznymi aspektami procesu atomizacji i analizie jakosci
aerozolu powstajacego w nebulizatorach medycznych, nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage na
niedoskonato$§¢ metod oceny skutecznos$ci podawania lekow oraz bezpieczenstwa inhalacji.
Prowadzi¢ to moze do btedéw skutkujacych nieefektywnoscig leczenia. Ograniczenie technik
pomiarowych 1 czg$ciowa nieadekwatno$¢ ich stosowania w stosunku do analizy mgiet
leczniczych zostato wykazane w podrozdziale 6.3. W niniejszej pracy poddano analizie normy,
na podstawie ktorych dopuszcza si¢ do uzytku nebulizatory medyczne. Regulacje te stosuja
pewnego rodzaju uproszczenia przy odtwarzaniu warunkoéw ich dzialania np. zatozenie
przeplywu ustalonego. Uswiadomienie istnienia takich zatozen upraszczajacych jest istotne z
punktu widzenia uzytkownika oraz lekarza zlecajacego terapi¢. Ten problem zostal szerzej
omoéwiony w podrozdziatach 5.1-5.3 oraz rozdziale 6.

Kolejnym waznym problemem, ktéry poddano analizie, jest potrzeba testowania uktadow
ztozonych typu lek-nebulizator. Podyktowane jest to roznicami w konstrukcji i zasadzie
dzialania urzadzen wykorzystywanych w nebulizacji. Moze by¢ to przyczyna odmiennego
oddziatywania na ciecz zawierajaca farmaceutyki, co przy ztozonosci ich sktadu, a wigc
I wlasciwos$ciach fizykochemicznych rozpylanej cieczy, moze wplywac na jako$¢ uwalnianego
aerozolu. Pofaczenie tej wiedzy przy uwzglednieniu innych inzynierskich aspektow
aerozoloterapii, tj. dynamiki przeptywu aerozolu i jego depozycji w uktadzie oddechowym,

umozliwi w lepszym stopniu kontrolowanie i optymalizacje terapii inhalacyjnych.
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Kolejnym istotnym aspektem jest obserwowana na rynku produktéw farmaceutycznych
wzrost obecno$ci lekow generycznych (odtworczych) bazujacych na skladzie lekow
innowacyjnych. Réznice w formulacji farmaceutykoéw jest akceptowana jedynie w kwestii
substancji pomocniczych (ich zawartosci oraz sktadu), ktérych udzial moze stanowi¢ do 99%

catej kompozycji®®6Y).

Dopuszczenie takich lekéw do wuzytku polega na analizie
biorownowaznosci z lekiem oryginalnym, co zostato szerzej oméwione w podrozdziale 7.2.
Jednakze, inne zmiany w kompozycji moga wptywac na jako$¢ aerozolu, a wigc na skuteczno$é
aerozoloterapii, co nie podlega Scistej ocenie przy rejestracji lekow odtworczych.

Uzasadnieniem podjetej tematyki badawczej jest rowniez coraz powszechniejsze
stosowanie nowych nebulizatoréow siateczkowych (membranowych), ktoérych dziatanie opiera
si¢ na wymuszeniu drgan o zadanej czgstotliwos$ci wprowadzajacych perforowang membrang
w wibracje. Urzadzenia tego typu zapewniaja liczne korzysci sa pozadane z punktu widzenia
pacjenta. Jednakze, w dalszym ciggu malo jest wynikow dotyczacych ich stosowania
z konkretnymi produktami leczniczymi. Doktadny opis tych nebulizatorow zamieszczono w
rozdziale 6.

Ostatni czynnik motywujacy do podjecia badan jest zwigzany z dazeniem do zastgpienia
stosowanych obecnie w formulacjach leczniczych syntetycznych substancji pomocniczych,
substancjami 0 pochodzeniu naturalnym, charakteryzujacymi si¢ zblizong 1 dobrze
kontrolowang zdolnoscig do modyfikacji wybranych o wtasciwosci formulacji leczniczych,
w tym powierzchniowo czynnych lub reologicznych (ptyny tiksotropowe lub rozrzedzane
$cinaniem). Takie podej$cie moze zindywidualizowaé¢ formulacje lecznicze oraz terapie,
zapewniajac odpowiednig depozycj¢ leku w pozadanym obszarze drog oddechowych (terapia
miejscowa). Dodatkowo, ze wzgledu na fakt, ze nebulizatory, wytwarzajg aerozol
polidyspersyjny, zastosowanie nowych substancji pomocniczych moze spowodowaé zwezenie
szeroko$ci rozktadu wielkosci uwalnianych kropel, co powinno przynies¢ korzysci

podwyzszajace skutecznosé terapii.
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4. Teza i zakres pracy

W niniejszej pracy zweryfikowano ponizsze przypuszczenia:

1) Charakterystyka aerozolu do zastosowan medycznych zalezy od konstrukcji
nebulizatora, wlasciwosci fizykochemicznych cieczy rozpylanej i sposobu uzytkowania,
a dobierajgc odpowiednie wiasciwosci cieczy i warunki prowadzenia procesu
atomizacji mozna poprawic efektywnosc¢ dostarczania inhalowanego aerozolu.

2) W tym celu mozna rowniez zastosowac domieszki biozgodnych zwigzkow pochodzenia
naturalnego. Jednoczesnie bezpieczenstwo stosowania tych dodatkéw w inhalacji
mozna oceni¢ doswiadczalnie przez pomiary ich oddzialtywan fizykochemicznych ze
sktadnikami phynow wystepujgcych w uktadzie oddechowym.

Udowodnienie postawionych tez wymaga przeprowadzenia szeregu zadan badawczych
poczawszy od (1) doboru substancji modelowych i opracowaniu metodyki badawczej; poprzez
(2) charakterystyke roztwordow lekéw inhalacyjnych oraz substancji pochodzenia naturalnego
o potencjale aplikacyjnym w aerozoloterapii, (3) badanie wlasciwosci aerodynamicznych
aerozolu wytworzonego w procesie atomizacji wybranych roztworéw az do (4) oszacowania
przewidywanej ilosci zdeponowanego aerozolu w uktadzie oddechowym za pomoca modeli
numerycznych i (5) okreslenia wptywu osadzonych substancji na ptyn plucny w badaniach in
vitro przeprowadzonych w warunkach dynamicznych. Dziatania przeprowadzone w ramach
realizacji niniejszej pracy zostaly zaplanowane jako sekwencja badan, co umozliwia
odpowiednia kontrolg oraz zastosowanie uzyskanych wynikoéw do rozwazen w kolejnym etapie

badan. Ogolny plan pracy zostat przedstawiony w formie schematu blokowego (Rys. 4.1.).

I.  Charakterystyka wiasciwosci fizykochemicznych wybranych cieczy przeznaczonych do
atomizacji w poszczegolnych typach nebulizatorow
W ramach tego etapu badan dokonano, na podstawie przegladu literaturowego, wyboru
substancji modelowych zmieniajgcych kluczowe wlasciwosci cieczy wptywajace na jakosé
aerozolu, leki inhalacyjne (w postaci roztworéw wodnych lub zawiesin) oraz substancje
pochodzenia naturalnego, ktére moga zosta¢ uzyte jako substancje pomocnicze w lekach
stosowanych w nebulizacji. Nastepnie, scharakteryzowano wybrane substancje pod wzgledem
wlasciwosci  fizykochemicznych. Otrzymane wyniki stanowig podstawe doboru

najdogodniejszego stezenia cieczy w przypadku substancji pochodzenia naturalnego.

il.  Badanie wlasciwosci aerozolu otrzymanego w procesie atomizacji w nebulizatorach
Zakres tego etapu obejmowal charakterystyke aerozolu uwalnianego z dwodch typow

nebulizator6w (nebulizator pneumatyczny 1 nebulizator siateczkowy) poprzez atomizacje
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substancji wybranych w (i) etapie. Uzyskane wyniki rozktadu wielkos$ci kropel aerozolu zostaty
zaimplementowane do dostgpnych modeli numerycznych zdeponowanych kropel w drogach
oddechowych. W konsekwencji, umozliwito to obliczenie dawki zdeponowanej w kazdym
rejonie uktadu oddechowego, w tym w najglebszej czesci ptuc — pecherzykach plucnych
pokrytych surfaktantem ptucnym.

iii.  Badanie oddziabywan wybranych substancji na model surfaktantu ptucnego

Wyliczona dawka aerozolu zdeponowanego w pecherzykach ptucnych umozliwia
obliczenie st¢zen badanych substancji osadzonych na powierzchni surfaktantu ptucnego. Etap
ten jest kluczowy do wykonania pomiarow interakcji inhalowanych cieczy z surfaktantem
ptucnym. Badania byly prowadzone w uktadach in vitro poprzez pomiary napigcia
powierzchniowego w warunkach statycznych i dynamicznych (symulujacych procesy
fizjologiczne w ptlucach podczas cyklu oddechowego) oraz zostaly uzupelione o analize
efektow zwigzanych zreologicznymi wiasciwosciami powierzchni ciecz-gaz. Tak
zaprojektowana sekwencja pomiarowa umozliwia ocen¢ zachowania powierzchni

mig¢dzyfazowej pecherzykow plucnych.
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BADANE CIECZE

&

(i) Charalterystyka wiasciwodel fizykochemicznyeh wybranych cieczy przeznaczonyeh do atomizacyl
w poszezegolmych typach nebulizatordw
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> WYDANOSC MASOWA NEBULIZATORA
> ROZKLAD WIELKOSCIKROPEL

CHARAKTERYSTYEA
WEASCTWOSCI ||]:> POZOSTALE BADANIA DYNAMIKI PROCESU
AEROZOLU ATOMIFACIT

> OKRESLENIE MIEISCA DEPOZYCI W
UKEADZIE ODDECHOWYM (MODEL)

(iii) Badanie oddzizhywan wybranych substanc)i na model surfaktantu plucnego
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Rys. 4.1. Schemat blokowy sekwencji zadan badawczych
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5. Elementy inzynierii chemicznej w zastosowaniu do opisu procesow

biegnacych w ukladzie oddechowym

5.1. Budowa i funkcje drog oddechowych czlowieka

Drogi oddechowe jako system odpowiadajacy za doprowadzanie tlenu do krwi oraz
usuwanie CO; z organizmu, jest wyeksponowany na ciggly kontakt z o$rodkiem gazowym.
Oddychanie wiaze sie z wymiang do 10 m® powietrza w ciagu doby. Dlatego, z punktu widzenia
inzynierii chemicznej uktad oddechowy, pod wzgledem funkcji, mozna potraktowaé jako
wymiennik masy (absorber-desorber) jednocze$nie petlnigcego funkcje separatora czastek
aerozolowych, dzigki swojej strukturze, na ktorag skladajg si¢ przewody o malejacym
przekroju®, Same pluca mozna uproici¢ do systemu rozgatezien ,,Y”-ksztattnych
zakoniczonych struktura przypominajaca plaster miodu®?. Taka geometria odpowiada za
bardzo dobre wlasciwosci separacyjne uktadu oddechowego. Dodatkowo, funkcje uktadu sa
wspomagane poprzez pokrycie wewnetrznych $cianek systemem wiloskéw i rzesek oraz
biologicznymi plynami plucnymi tj. $§luzem nosowo-oskrzelowym czy surfaktantem

(74151 - Mechanizmy chronigce drogi oddechowe przed zanieczyszczeniami oraz

phlucny
odpowiadajace za depozycje leku wprowadzanego droga wziewng zostaly przedstawione
w podrozdziale 5.2. Z drugiej strony, gtéwna funkcja uktadu oddechowego jest posredniczenie
w efektywnym przebiegu procesow przenikania masy, co moze wykorzystywanym m.in. przy
podawaniu farmaceutykow o dziataniu ogoélnosystemowym. Sprawna wymiana masy jest
mozliwa dzieki duzej powierzchni (do 100 m?) oraz barierze dyfuzyjnej powietrze/krew o mate;
grubosci (do 1 um)®“o,

Kolejnym istotnym aspektem, z punktu widzenia inzynierii, jest zmienny charakter
przeptywu (przeplyw nieustalony wdech-wydech) w uktadzie oddechowym. Przeptyw
powietrza moze cechowa¢ si¢ lokalng burzliwoscig, przejsciowym lub laminarnym
charakterem w zaleznosci od regionu drog oddechowych i fazy cyklu oddechowego. Przeptyw
burzliwy cechuje si¢ zwigkszonym oporem przeptywu i dominuje w wigkszych, pod wzgledem
przekroju poprzecznego, przewodach uktadu oddechowego oraz w okolicy ich rozgalezien.
Przepltyw laminarny zwykle wystepuje w przewodach o niewielkich $rednicach. Dynamika
wdychanego aerozolu ulega réwniez zmianie w zaleznosci od aktywnosci fizycznej organizmu
— wyrézniamy stan spoczynkowy oraz podwyzszona/obnizong wydolno$é oddechowa*%62-64),
Przeptyw nieustalony powietrza wynika bezposrednio z cyklicznosci wdech-wydech, ktéra
mozna przyréwna¢ do dziatania pompy wytwarzajace] zmienny (periodyczny) przeptyw

0 nat¢zeniu Q. Zlozono$¢ czasowo-przestrzenna procesOw towarzyszacych cyklowi wdech-
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wydech wynika m.in. ze zmian zwrotu kierunku przeptywu, lokalnej fluktuacji predkosci
powietrza zaleznej od przekroju danego przewodu uktadu oddechowego oraz zmian wielkosci
natezenia przeptywu w czasie®). Ze wzgledu na wtasciwosci mechaniczne $cianek dolnych
drog oddechowych, ptuca mozna potraktowaé¢ jako membrane o bardzo dobrych parametrach
elastycznych, ktéra poddawana jest periodycznym zmianom cisnienia. Energia dostarczana do
phuc podczas wdechu, nie jest catkowicie oddana w trakcie wydechu. Wynika to z czesciowej
dyssypacji energii oraz czeSciowego przeksztalcenia jej na przeplywy powierzchniowe
zwigzane z hydrodynamicznymi procesami oczyszczania phuc®®. Opisane zjawisko mozna
zaobserwowac jako histereze objetosciowo-cisnieniows, jak rowniez w glebszych partiach drog
oddechowych — pecherzykach plucnych w postaci histerezy napigcia powierzchniowego %69,
5.2. Inhalacyjne dostarczanie lekéw do pluc - transport aerozolu w ukladzie
oddechowym
Tak, jak juz wspomniano w podrozdziale 5.1, drogi oddechowe stanowig bardzo dobry
system filtracyjny o budowie, charakteryzujacej si¢ dychotomicznym podziatem oskrzeli
i oskrzelikow, w ktorej wyroznia si¢ 23 generacje (pokolenia) charakteryzujace sie¢
zmniejszajacg S$rednica przewoddéw oddechowych. Podczas przeptywu powietrza przez
zwezajace si¢ drogi oddechowe dochodzi do oczyszczania powietrza z zawieszonych w nim
kropel®. W przypadku bioaerozolu zawierajacego drobnoustroje, ich fragmenty lub
metabolity, niebiologiczne czastki mineralne czy zanieczyszczenia pylowe stanowi to
pozadany efekt ochronny, lecz w przypadku lekow wziewnych jest barierg przeszkadzajaca w
dotarciu farmaceutyku do ptuc. W niniejszym podrozdziale zdecydowano si¢ na przesledzenie
drogi jaka przebywaja czastki aerozolowe inhalowanego leku w drogach oddechowych.
Terapie inhalacyjne prowadzone z wykorzystaniem nebulizatorow sa to zwykle sesje
trwajace od kilku- do kilkunastu minut, polegajace na wdychaniu zatomizowanego cieklego
leku przez ustnik, maseczke lub tez podawanego dotchawiczo®®™V. Aerozol uwalniany
z nebulizatora i wprowadzony przez ustnik dociera w pierwszej kolejnosci do jamy ustnej
iwraz z wdychanym powietrzem przeplywa przez krtan, tchawic¢ do dolnych drog
oddechowych, gdzie moze osiagnaé oskrzeliki i pecherzyki ptucne. Krople tworzace chmure
aerozolowa moga ulec depozycji w kazdym z pokonywanych odcinkow drog oddechowych.
Nalezy przy tym jednak zaznaczy, ze sprawno$¢ depozycji matych kropli (o srednicy z zakresu
200-800 nm) jest ograniczona przez co zostaja one usuniete z organizmu podczas wydechu("?.
Znaczna czg$¢ wprowadzanego aerozolu leczniczego (gléwnie duze krople >10 pm)
deponuje si¢ juz w obszarze jamy ustnej, a szczegolnie intensywna depozycja zachodzi na tylnej

$cianie gardla oraz w krtani. Obecnos¢ duzych kropel wynika z polidyspersyjnosci chmury
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aerozolowej wytwarzanej w nebulizatorach, natomiast ich depozycja w poczatkowym odcinku
drég oddechowych jest zwigzana z geometrig charakterystycznego przejécia - jama ustna-
gardto-krtan, uniemozliwiajacej penetracje takich kropel w glab drog oddechowych. W odcinku
tym depozycji przewaznie ulegajg krople o $rednicy powyzej 5 um i to one odpowiadajg za
ewentualne lokalne dziatania niepozadane leku np. w przypadku budezonidu i innych sterydow:
kaszel, sucho$¢ w gardle, czy kandydoza jamy ustnej®. Dziatania niepozadane o charakterze
ogblnosystemowym moga wystgpi¢ po przedostaniu si¢ farmaceutyku do uktadu
krwiono$nego. Ma to miejsce po potknieciu leku osadzonego w gardle, cho¢ moze on ulec
metabolizmowi w watrobie©%49),

Frakcja inhalowalna (respirabilna), czyli krople o $rednicy aerodynamicznej ponizej 5 pm,
swobodnie pokonuja opisany obszar i penetruja drogi oddechowe az do najglebszych partii.
Zgodnie z wiedzg dotyczaca geometrii pluc oraz osadzania si¢ kropel mozna stwierdzié, ze
krople o $rednicy z zakresu 2-5 um deponujg si¢ glownie w oskrzelach, a o $rednicy 1-2 pm -

w oskrzelikach i pecherzykach plucnych®%70.7374),

Jednoczesnie, catkowita i regionalna
depozycja czastek tej wielkoSci zalezy takze od szeregu innych czynnikow tj. od wlasciwos$ci
samych kropel (ich wielkos¢ i sktad chemiczny), wlasciwosci aerozolu (st¢zenie kropel fazy
rozproszonej, parametry fazy ciaglej: temperatura i wilgotnos$¢ powietrza), dynamiki przeptywu
oraz skuteczno$ci mechanizméw osadzania czastek aerozolowych (Rys. 5.1.)17),

Wprowadzenie aerozolu do drég oddechowych powoduje, ze oddziatuje on ze
srodowiskiem gazowym cechujacym si¢ wysoka wilgotnos$cia (nasycenie) oraz temperaturg
fizjologiczng (zwykle wyzZsza niz temperatura otoczenia). Z jednej strony powoduje to zmiang
parametrow fazy dyspergujacej (powietrza), ale takze sprawia, ze juz w bliskiej odleglosci od
wlotu (w jamie ustnej) zmianie mogg ulega¢ parametry czastek fazy rozproszonej. Zwigzane
jest to z mozliwoscig wzrostu wielkosci kropel na skutek kondensacji pary wodnej (dotyczy
cieczy higroskopijnych) oraz koalescencji’®"".

Depozycji na skutek wychwytu oraz wytracania elektrostatycznego podlegaja gtéwnie
czastki o wydhuzonym ksztatcie i obdarzone tadunkiem elektrostatycznym, co w przypadku
aerozoli zawierajacych krople lekéw inhalacyjnych ma pomijalne znaczenie(’®®). Natomiast
zderzenie bezwladnosciowe (inercja), sedymentacja i1 dyfuzja zaleza od wielkosci
inhalowanych kropel oraz predkosci przeptywu. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania
przeptywu burzliwego w szczytowej fazie wdechu w siedmiu pierwszych generacjach drzewa
oskrzelowego, dominujagcym mechanizmem depozycji w tym obszarze kropel jest inercja. Wraz
ze zwezaniem przekroju drog przewodzacych |1 wzrostem catkowitej powierzchni przekroju

drog oddechowych (z 1,6 cm? na wysokosci tchawicy do 700000 cm? na poziomie pecherzykow
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ptucnych), $rednia predko$¢ powietrza przemieszczajgcego si¢ w glgb drog oddechowych
maleje. W zwiazku z tym przeptyw ulega laminaryzacji i tym samym depozycja na drodze
sedymentacji oraz dyfuzji (w obszarze pecherzykow) zaczyna przewaza¢(">8%8D  Jednoczesnie,
sposob oddychania rowniez ma wptyw na to, ktory typ mechanizmu bedzie dominowatl.
Powolne oddychanie wydluza czas przebywania aerozolu w ptucach, zwickszajac
efektywnoscig dzialania dyfuzji i sedymentacji®. Ponizej oméwiono trzy najwazniejsze
mechanizmy depozycji inhalowanych kropel aerozoli leczniczych. Ogolnie przyjgto, ze ze
wzgledu na pokrycie drég oddechowych ptynami biologicznymi depozycja jest nieodwracalna,
tj. uderzajgca kropla lub czgstka nie ulega odbiciu.
Mechanizm zderzen bezwtadnosciowych

Mechanizm inercyjny dominuje w pierwszych 7 generacjach’”#2_ Inercja (bezwtadno$é)
to zjawisko fizyczne, ktorym mozna wyjasni¢ tendencj¢ elementow fazy rozproszonej aerozolu
do utrzymywania trajektorii ruchu zgodnej z pierwotnym przeptywem gazu w warunkach, w
ktorych dochodzi do zaburzenia kierunku tego przeptywu, np. na skutek jego dostosowania do

krzywizn drog oddechowych®®.

Krople cechujace si¢ wystarczajacym pedem podlegaja
dziataniu sity odsrodkowej w miejscach naglej zmiany kierunku przeptywu fazy gazowej, co
prowadzi do ich zderzenia ze $ciang przewodu oddechowego. Do oceny depozycji w wyniku
zderzen stosuje si¢ bezwymiarowg liczbe Stokesa, Stk (rownanie 5.1). Wraz ze wzrostem
warto$ci  liczby  kryterialnej Stk wzrasta prawdopodobienstwo zaj$cia  zderzen

bezwladnosciowych:

2
Stk = Padd Ua (5.1)
18pgRq

gdzie pg oznacza gestos¢ materiatu czastek, Ua to predkos$é aerozolu/powietrza, dg to
Srednica czastki (kropli), pa okresla lepkos¢ powietrza, a Ra oznacza promien drogi
oddechowej"®. Mechanizm ten jest dominujacy przede wszystkim dla cigzszych kropel, gdyz
Stk jest proporcjonalna do kwadratu $rednicy kropli da.
Mechanizm sedymentacji

Sedymentacja jest procesem polegajacym na grawitacyjnym opadaniu czastek. Z tego
wzgledu okreslone warunki inhalacji tj. wstrzymywanie oddechu oraz spowolniony cykl
oddechowy sprzyjaja zwickszonej depozycji. Sedymentacja dotyczy glownie kropel
0 srednicy z zakresu 1-3 um i dominuje w drogach oddechowych od 5. do 17. generacji, gdzie
przeptyw powietrza jest mniejszy i1 ulega laminaryzacji. Sprawnos$¢ mechanizmu zalezy od
masy, a wiec wielkosci czastek oraz dlugosci drogi opadania w stosunku do czasu przebywania

czastki w danym obszarze®V,
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Mechanizm dyfuzji

Dynamika transportu leku wziewnego w drogach oddechowych opiera si¢ na
fundamentalnym prawie mowiacym, ze elementy fazy rozproszonej poruszaja si¢ z taka
predkoscig co faza gazowa. Takie zalozenie dotyczy jednak w wiekszo$ci kropel o znacznej
masie. W przypadku kropel drobniejszych rownorzedng role do wyzej opisanego transportu
konwekcyjnego odgrywa dyfuzja, ktéra mozna wyrazi¢ za pomocg wyrazenia opisujacego tzw.
efektywny wspotczynnik dyfuzji D (rownanie 5.2). Zgodnie z rownaniem Stokesa-Einsteina:

_kBTa_ (5.2)

3mpaqdg
gdzie ks oznacza stala Boltzmanna, a Ta okresla temperatur¢ bezwzgledna powietrza.
Wspotczynnik dyfuzji sa tutaj odwrotnie proporcjonalne do $rednicy kropel®27). Krople
submikronowe ulegaja oddziatywaniom wynikajacym z licznych przypadkowych zderzen
z molekutami gazu, co prowadzi do ich dyfuzji (ruchow Browna). W wyniku ich
przemieszczenia dochodzi do osadzania na powierzchni drog oddechowych(®),

W zaleznos$ci od miejsca depozycji substancja lecznicza jest wchianiana i transportowana
poprzez warstwe ptynu biologicznego pokrywajacego drogi oddechowe, tj. sluz oskrzelowy lub
surfaktant ptucny, do receptorow znajdujacych si¢ w btonach komorek nabtonka wywotujac
tym samym lokalny efekt farmakologiczny, lub trafia do krwioobiegu przynoszac efekt

(1884)  Jednoczesnie, w przypadku niektorych formulacji leczniczych,

ogolnoustrojowy
a zwlaszcza tych o charakterze zawiesin istnieje mozliwosé, ze czastki farmaceutyku nie
zostang wchlonigte 1 beda podlega¢ tzw. Klirensowi — naturalnemu procesowi
samooczyszczania si¢ ptuc, ktorego podstawe stanowi transport sluzowo-rzeskowy w obrebie
drzewa oskrzelowego oraz hydrodynamiczny transport w obszarze dystalnym, bedacy
wynikiem efektow Marangoniego (patrz: podrozdziat 5.4.4). Ukltad sluzowo-rzgskowy jest
tworzony przez nabtonkowy system wypustek komorek migawkowych (rzgsek) rytmicznie
poruszajacych si¢ w warstwie zolu. Najbardziej zewnegtrzng warstwe ukladu stanowi
lepkosprezysty zel®. Catkowita gruboéé pokrycia nablonka warstwa §luzu zmienia si¢ od
0,05 um (16. generacja) do 15 um (oskrzela)®®) w zaleznosci od umiejscowienia w drogach
oddechowych. Mimo stosunkowo duzej szybkos$ci transportu $luzu, ktora w zaleznosci od
numeru generacji wynosi ok. 0,001-5 mm/min, czas retencji (przebywania do momentu
usunigcia) czastek 1 lekodw, ktore nie ulegly rozpuszczeniu w warstwie §luzu 1 wchtonieciu,
wynosi do 40 h(%87), Czas ten stanowi szczegélnie istotny parametr w przypadku zawiesin
posiadajacych API w postaci czastek stabo rozpuszczalnych w wodzie®. Kolejnym, waznym

mechanizmem ochronnym wspomagajacym usuwanie czastek zdeponowanych na powierzchni
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Sluzu oraz surfaktantu plucnego jest fagocytoza makrofagowa, ktora stanowi element
odpowiedzi immunologicznej organizmu®. Naturalnym odruchem obronnym organizmu
przed zanieczyszczeniami znajdujacymi si¢ we wdychanym powietrzu jest rowniez kaszel.
Moze powodowa¢ on usuni¢cie zdeponowanego leku z gornych jak i dolnych partii drog
oddechowych na skutek odrywania matych porcji §luzu i porywania ich przez wymuszony
nagly wyrzut powietrza©®%%b,

Bioragc pod uwage wspomniane mechanizmy mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze dawka
leku wygenerowana przez nebulizator r6zni si¢ od dawki zdeponowanej. Wybrane osobnicze
cechy chorego (tj. sposob oddychania, czy indywidualna morfologia ptuc) sprawiaja, ze
sprawnos¢ depozycji czastek aerozolowych w drogach oddechowych jest kwestia w duzej
mierze indywidualng. Czastki charakteryzujace si¢ nieodpowiednim rozmiarem dla danego
pacjenta, tzn. niezapewniajagcym depozycji w drogach oddechowych zostang usunigte podczas
wydechu. Jednoczesnie, dawka odpowiadajaca za efekt terapeutyczny rdzni si¢ od nominalnej
dawki leku rowniez ze wzgledu na pewna ilo$¢ leku, ktora nie opuszcza w ogole nebulizatora
(tzw. objetos¢ rezydualna), deponuje si¢ w obszarze niepozadanym (np. jama ustna) lub zostaje
usunigta przez klirens.

Przedstawione informacje potwierdzaja, ze Szereg zagadnien zwigzanych z depozycja
inhalowanych lekow w uktadzie oddechowym wpisuja si¢ w obszar zainteresowan badawczych
inzynierii chemicznej i procesowej, przede wszystkim dotyczacych m.in. dynamiki przeptywu

uktadow rozproszonych —w tym przypadku: aerozolu.

DUZA

INERCJA

Zmiana kierunku przeplywu
Predkosé przeplywu powietrza

Wytracanie
elektrostatyczne DYFUZJA -

SREDNIA i L_‘ BLIBEA. 87

Przechwytywanie

Rys. 5.1. Dominujgce mechanizmy depozycji czgstek aerozolu leczniczego w ukladzie oddechowym™™
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5.3. Metody obliczania dawek lekéw zdeponowanych w ptucach

Przy obliczaniu depozycji lekow inhalacyjnych umownie przyjeto rozréznienie uktadu
oddechowego na trzy gtowne regiony: (i) gornych drog oddechowych (ET, z ang. extra-
thoracic) obejmujacy jam¢ nosowsg, jame ustng az do tchawicy; (ii) tchawiczo-oskrzelowy (TB,
z ang. tracho-bronchial); (iii) pecherzykowy (P, z ang. pulmonary), w ktérym zachodzi
wymiana gazowa(92). Do matematycznej analizy ptuc stosuje si¢ morfometryczne modele
obszaréw TB i1 P, w ktorych zazwyczaj przyjmuje si¢ podziat na tzw. generacje. W zatozeniu
dolne drogi oddechowe stanowig przewodzace rurki cylindryczne o jednakowych $rednicach
i dlugosciach w ramach generacji. Historycznymi przyktadami takich modeli s model model
Weibla, dzielacy ptuca na 23 generacje (rozwidlenia), stanowigce sie¢ przewodow: oskrzeli
i oskrzelikow, Horsfielda i Cumminga, Hansena i Ampaya oraz Yeha i Schuma(7%7380.93)
Modele r6znia si¢ migdzy soba zatozeniami, oznaczeniami (nomenklaturg) oraz stosowanymi
uproszczeniami, co zostalo przedstawione w tabeli 5.1. Obecnie mimo ogromnej popularnosci,
modele morfometryczne ustgpuja na rzecz doktadniejszych i spersonalizowanych modeli
opartych na technice rezonansu magnetycznego i tomografii komputerowej">%4.

Zalozenia morfometryczne polaczone z modelowymi krzywymi oddechowymi moga
postuzy¢ m.in. do analiz in vitro miejsca depozycji aerozoli leczniczych poprzez zwigkszenia
precyzji wyliczen wzgledem rzeczywistych danych®°%. Wickszos¢ powyzszych modeli
(morfometrycznych oraz wzoroéw krzywych oddechowych) stanowi narzedzie inzynierskie
przy projektowaniu nowych inhalatorow oraz lekow 1 stosowane jest w modelach
obliczajacych dawki zdeponowane aerozoli rozpylanych w urzadzeniach medycznych.

Jednym z najbardziej popularnych modeli obliczeniowych jest model MPPD (z ang. multi-
path particle dosimetry model) stworzony przez Applied Research Associates. Model MPPD
umozliwia oszacowanie depozycji czgstek aerozolu monodyspersyjnego lub polidyspersyjnego
w drogach oddechowych cztowieka lub szczura (zastosowanie modeli zwierzecych w
toksykologii). Oprogramowanie umozliwia obliczenia na wyidealizowanym modelu
morfometrycznym ptuc m.in. Yeh-Schum, Weibel lub 5-ptatowym. Model oparty jest na
metodzie jednosciezkowej (z ang. single-path), obliczajacej depozycje czastek w gldwnej
drodze przepltywu oraz wielosciezkowej (z ang. multi-path) metodzie $ledzenia przeptywu
aerozolu, ktéra umozliwia wyliczenie depozycje czastek we wszystkich $ciezkach drog
oddechowych. Model opiera si¢ na teoretycznych kalkulacjach wydajnosci depozycji czastek
aerozolowych uwzgledniajacych dziatanie mechanizmow: dyfuzji, sedymentacji oraz sit
impakcyjnych w rozgatezieniach drog oddechowych. Obliczenia modelowe uwzgledniaja

rowniez efekt usuwania zdeponowanych czastek przez organizm (klirens) oraz filtracji aerozoli

35



w jamie nosowej%1% W wyniku obliczen otrzymuje si¢ informacje o wielkosci frakcji
zdeponowanej, czyli o stosunku masy czastek o okreslonej wielkosci zdeponowanych w danym
regionie (ET, TB i P) do masy zainhalowanych czastek tej samej wielko$ci%?, Model ten
umozliwia analiz¢ depozycji czastek aerozolowych charakteryzujgcych sie szerokim zakresem

wielkosci, tj. od 1 nm do 100 pm.

Tab. 5.1. Poréwnanie zalozer: i cech wybranych modeli morfometrycznych®%7073809293,103-106)

Zatozenia/Cechy MODELE
Opis struktury ptuc
system rozgalezien L na podstawie
. system rozwidlen
. cylindrycznych rurek morfometrycznych
Zatozony ksztalt . . »Y”’-ksztaltnych L, .
o (Weibel; Yeh i Schum; . . pomiaréw m.in.
generacji drog . (Koblinger i L. L
International uwzglednienie dlugosci
oddechowych . Hofmann) ) L
Commission on oraz katow rozgalezien
Radiological Protection) (Raabe et al.)
asymetryczne symetryczne (uproszczone)
. (Horsfield i Cumming; Raabe et al.; (Weibel; Yeh i Schum; International
Typ rozgatezien . . - . .
Koblinger i Hofmann) Commission on Radiological
Protection)
tchawica — generacja .
Topologia drog g J tchawica — . .
10" . tchawica — generacja ,,25”
oddechowych . . generacja ,,1” (Yeh ) .
(Weibel; International | ~ . (odwrécona numeracja)
wzglgdem . i Schum; Koblinger o .
. Commission on . (Horsfield i Cumming)
tchawicy . . . i Hofmann)
Radiological Protection)
Uwzglednienie kuliste objetosci (workowate struktury groniaste (struktura
pecherzykow struktury) plastra miodu)
ptucnych (Hansen i Ampaya) (Haefeli-Bleuer i Weibel)
Pierwowzor zalozen
. na podstawie . na podstawie na podstawie
Przyjete . na podstawie . L.
R Weibla L . | morfologicznych zalozen kilku
zatozenia innych . . | Sciezki glownej D, . ]
. (Haefeli-Bleuer i . pomiaréw réznych modeli
modeli . (Yeh i Schum)
Weibel) (Raabe et al.) (James)

Obecnie do obliczania sprawno$ci depozycji czgstek aerozolowych w wybranych
obszarach uktadu oddechowego stosuje si¢ modelowanie CFD. Wymaga to uwzglednienie
ztozono$ci geometrii ukladu oddechowego oraz doboru o odpowiednich warunkow
brzegowych przy rozwigzaniu rownan przeptywu oraz ruchu czastek zawieszonych
W plynie®198-110) \W celu skrocenia czasu obliczen czgsto wykonuje si¢ je dla przeptywu
ustalonego powietrza, co jest znaczacym uproszczeniem. Pokazujg to m.in. prace zespolu
PWOBID Metoda ta zyskuje rowniez coraz wigksze uznanie w klinicznych zastosowaniach do

oceny zabiegéw inhalacyjnych@0®),
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5.4. Uklad surfaktantu plucnego i jego znaczenie jako bariery ochronnej organizmu

Jak juz wspomniano w podrozdziale Blad! Nie mozna odnalez¢ Zrédla odwolania., w
procesie atomizacji w nebulizatorach powstajg krople o pewnym zakresie rozmiarow, w tym
na tyle male, ze podczas inhalacji w fazie wdechu mogga dotrze¢ do pecherzykow plucnych.
Obszar ten ma powierzchnic ok. 100 m? co sprzyja efektywnej wymianie gazowej®“?,
Pecherzyki ptucne sg pokryte biologicznie aktywnym ptynem ptucnym, ktory stanowi naturalng
bariere dla $rodowiska zewnetrznego®?(Rys. 5.2.). Ze wzgledu na swoj sktad, tj. zawartosé
fosfolipidow, biatek 1 sacharydow, opisywany uktad biologiczny, zwany surfaktantem ptucnym
(PS), wykazuje unikalne cechy. Jego sktadniki umozliwiajag formowanie monowarstwy na
powierzchni ciecz-gaz pegcherzykow ptucnych.

Uktad surfaktantu ptucnego (Rys. 5.2.) tworzy cienka warstwa cieczy, zwana hipofazg oraz
zaadsorbowane na jej powierzchni zwigzki powierzchniowoczynne pochodzenia gléwnie
lipidowego. Uzupelnienie stanowig zawieszone w hipofazie komorki zerne, tzw. makrofagi
ptucne odpowiedzialne za ochrong¢ organizmu poprzez wchianianie 1 fagocytoze
zanieczyszczen. Dodatkowo, w bliskim sgsiedztwie znajduja si¢ komorki odpowiedzialne za
syntez¢ skladnikow surfaktantu ptucnego — pneumocyty typu Il. Zgodnie z koncepcja
Clementsa®*11%) warstwa tego ptynu o grubosci ok. 0,1 pm wyscietajaca nabtonek pecherzyka
jest istotnym elementem wspomagajacym funkcje ptuc mechaniczng podczas oddychania.
Zapewnia takze cykliczne zmiany napigcia powierzchniowego podczas cyklu oddechowego
oraz wg koncepcji Gradonia i Podgorskiego, uczestniczy w oczyszczaniu ptuc (dzigki efektowi
Marangoniego)®®16). Zmiany w strukturze monowarstwy lub w skladzie tworzacej ja
biosurfaktantow moga mie¢ ogromny wplyw na fizjologie catego uktadu oddechowego.
Przewidywanie kierunkow ewentualnych zmian w strukturze, co jest mozliwe m.in. dzieki
badaniom wptywu réznych czynnikéw na warstwe PS8 oraz rozwojowi modeli PS®19)

umozliwia takze rozwijanie nowych formulacji lekow w terapii aerozolowe;.

hipofaza powietrze

pecherzykowe
monowarstwa

surfaktantu

blona pecherzyka
phicnego
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Rys. 5.2. Struktura ukladu surfaktantu plucnego na podstawie koncepcji Clementsa™*®

5.4.1. Charakterystyka biochemiczna struktury uktadu surfaktantu ptucnego
W sktad surfaktantu ptucnego wchodza przede wszystkim zwigzki lipidowe, ktére moga
stanowi¢ do 90% suchej masy surfaktantu. Wsroéd zwigzkow tluszczowych najwiekszy udziat
majg fosfolipidy, z czego ok. 40-60% masowych to amfoteryczne fosfatydylocholiny nasycone
oraz nienasycone. Pozostate fosfolipidy naleza do grupy zwigzkéow anionowych (ok. 20%
ogblnej masy fosfolipidow), np. fosfatydyloglicerole lub fosfatydyloetanoloaminy. Rola
poszczegolnych grup zwigzkow anionowych jest wcigz badana | uwaza si¢, ze mogg one

(112.120)

posredniczy¢ w tlumieniu stanow zapalnyc Grupa zwiazkow thuszczowych jest

uzupetniona o lipidy obojetne — przede wszystkim cholesterol. Cholesterol jest jednym ze

6(120'121). Duza

sktadnikéw usztywniajacych monowarstwe oraz peli funkcje regulacyjn
zawarto$¢ zwiazkoéw thuszezowych sprzyja solubilizacji czastek nierozpuszczalnych w wodzie
i utatwia ich transport poprzez warstwe cieczy??),

Dominujgcym zwigzkiem nalezacym do grupy fosfatydocholin jest 1,2- dipalmitoilo-sn-
glicero-3-fosfocholina  (DPPC), ktéra charakteryzuje si¢ najwicksza aktywnoscig
powierzchniowg sposrod wszystkich sktadnikéw surfaktantu ptucnego. Czasteczka DPPC
posiada grupe hydrofilowa pochodzaca od fosfatydylocholiny (,,glowa”) oraz dwa
weglowodorowe - Ci6 tancuchy hydrofobowe pochodzace od nasyconego kwasu ttuszczowego
— kwasu palmitynowego (,,ogon”). Taka amfifilowg budowa czasteczki bezposrednio
odpowiada za aktywno$¢ powierzchniowag zwigzku 1 umozliwia obniZenie napigcia
powierzchniowego nawet do 0 mN/m w warunkach silnej kompresji powierzchni ciecz-gaz
z zaadsorbowang DPPC(68). Molekuty DPPC, dzigki swojej amfifilowej budowie, cechujg si¢
zdolnoscig do formowania wysoce stabilnych warstw adsorpcyjnych. Stabilno$¢ filmu DPPC
opiera si¢ na silnej hydratacji czesci polarnej oraz wynika z wysokiej temperatury zeszklenia
cechujacej ten zwigzek (41°C). Grupa fosfocholinowa wystepuje w postaci podwojnego jonu,
a przez to moze ulec tatwej hydratacji nawet przez 12-15 czasteczek wody. Z kolei, wynoszaca
36,6°C temperatura panujgca w ciele cztowieka sprawia, ze tancuchy weglowodorowe DPPC
sg W takich warunkach usztywnione. Ttumaczy to stabilng konfiguracje i wyprostowany ksztatt
tancuchow weglowodorowych w upakowanym filmie powierzchniowym. Obecno$é
fosfolipidow nienasyconych w uktadzie (o nizszej temperaturze zeszklenia) sprzyja natomiast
szybszej adsorpcji molekut DPPC na powierzchni ciecz-gaz. Dzigki obecnos$ci nasyconych
tancuchoéw weglowodorowych, DPPC jest odporne na utlenianie**3123),

Pod wzglgedem udziatu, druga grupe sktadnikow surfaktantu ptucnego stanowig zwigzki

peptydowe z grupy apoprotein. Biatka te, ktorych zawarto$¢ w surfaktancie szacowana jest na
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5-10% (suchej masy) mozna zaklasyfikowa¢ do dwoch grup obejmujacych hydrofilowe SP-A
I SP-D oraz hydrofobowe SP-B i SP-C. Ich wspdlng funkcja jest zapewnienie oraz utrzymanie
odpowiednio wysokiej aktywnosci powierzchniowej surfaktantu ptucnego. Proteina SP-A jest
najwickszym udzialowo skladnikiem peptydowym. Posredniczy ona w przyspieszeniu
i zwigkszeniu adsorpcji sktadnikow lipidowych na powierzchni miedzyfazowej ciecz-gaz.
Ponadto, stymuluje przeksztatcanie ciat lamelarnych w membrany cylindryczne w procesie
syntezy i adsorpcji surfaktantu plucnego, co szczegdétowo opisano w podrozdziale 5.4.2.
Dodatkowo, jest elementem wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej organizmu, a funkcje te
dzieli z biatkiem SP-D, ktore charakteryzuje si¢ podobng budowg do SP-A. Apoproteiny
hydrofilowe pelig kluczowa rol¢ w mechanizmach obronnych obszaru pecherzykowego,
wspotuczestniczaC w eliminacji drobnoustrojow oraz alergenow2%129, Takze apoproteiny
hydrofobowe s3a niezb¢dne do poprawnego funkcjonowania ukladu oddechowego, a ich
niedobor wigze si¢ z jego ciezkim uposledzeniem. Charakteryzujg si¢ one dodatnim tadunkiem
i z latwoscig wigzg si¢ z anionowymi fosfolipidami. Sprzyja to zachodzeniu ztozonych
interakcji utatwiajacych rozprowadzenie monowarstwy na powierzchni migdzyfazowej oraz jej
stabilizacj¢ mechaniczng. Bialko SP-B bierze czynny udzial w biogenezie cial lamelarnych
oraz ich transformacji. Dodatkowo, utatwia agregacje, rozpad i fuzje wytworzonych agregatow
sktadnikéw lipidowych, tzw. pecherzykéw surfaktantowych. Posredniczy takze w ich
transporcie do granicy faz oraz oddziatuje z btona lipidowa®?°1?®, Natomiast SP-C ulega
reakcji palmitoilacji polegajacej na przytaczeniu reszt cysteinowych biatka do tancuchow
kwasow tluszczowych w obrebie fosfolipidow. Zapewnia to udziat SP-C w powierzchni
migdzyfazowej podczas fazy kompresji przyczyniajac si¢ tym samym do mozliwosci
osiagnigcia I utrzymania niskiego napigcia powierzchniowego w pecherzykach phucnych.
Palmitoilacja utatwia rowniez wymiane lipidow w ich dwuwarstwowych agregatach®29),

Ostatnig grupe sktadnikow surfaktantu ptucnego stanowia weglowodany i ich zawartos¢
szacowana jest na ok. 2% suchej masy29,

5.4.2. Procesy biofizykochemiczne w obszarze uktadu surfaktantu ptucnego

Synteza i adsorpcja monowarstwy surfaktantu ptucnego

Pneumocyty typu II to wyspecjalizowane komorki nabtonkowe budujace rusztowanie
pecherzyka plucnego, odpowiedzialne za synteze¢ sktadnikow surfaktantu ptucnego. Wydzielaja
one najczesciej sktadniki w postaci upakowanej tzw. ciat lamelarnych - LB (Rys. 5.3.) lub w
postaci nieuporzadkowanej. Ciata LB przyczyniajg si¢ do uporzadkowania monowarstwy
surfaktantu plucnego poprzez bezposrednia adsorpcje oraz wytworzenie na powierzchni

miedzyfazowej ciecz-powietrze nowej warstwy surfaktantu (Rys. 5.3. — proces 1). Moga one
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ulec réwniez transformacji do postaci membran cylindrycznych - TM (Rys. 5.3.). TM stanowia
uporzadkowang forme, ktéra tworzy krzyzujace si¢ struktury. W takiej postaci nastepuje
adsorpcja na powierzchni¢ miedzyfazowa ciecz-powietrze (Rys. 5.3. — proces 2). Sktadniki
surfaktantu, ktére nie przybraty formy LB, tworzg bezposrednie potgczenie poprzez tzw. faze

powierzchniowa pomiedzy komorka pneumocytu i granica faz (Rys. 5.3. — proces 3)*27),
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Szybka adsorpcja migdzyfazowa

Jednym z kluczowych elementdw wptywajacych na wydajnos$¢ procesu oddychania jest
szybka adsorpcja 1 desorpcja sktadnikow surfaktantu plucnego na powierzchni miedzytfazowej
podczas cyklu oddechowego. Proces tworzenia si¢ nowej warstwy surfaktantu plucnego
(adsorpcji) moze trwaé do kilku sekund, co pokazaty badania prowadzone nad mechanika
oddechowa u zdrowych noworodkéw®?®. Duzg role odgrywaja tutaj biatka SP-B i SP-C, ktore
posredniczg w zwigkszeniu adsorpcji form LB i TM lipidéw na powierzchni ciecz-gaz. Sktad
LB i TM réwniez wpltywa na przebieg procesu, gdyz obecnos$¢ lipidow anionowych oraz
nienasyconych jest niezbedna do przeprowadzenia wydajnej i szybkiej adsorpc;ji*20129130),

Analizujac sposob, w jaki fosfolipidy wchodzace w sktad surfaktantu adsorbuja na
powierzchni nalezy wzig¢ pod uwage ich wlasciwosci. Fosfolipidy charakteryzuja si¢ niskimi
warto$ciami krytycznego stezenia micelizacji (rzedu 10°°-10° mol/dm?®), przy czym stezenie
molekul w uktadzie, ze wzgledu na specyfike funkcji surfaktantu ptucnego i1 dynamike
procesdw m.in. szybkiej adsorpcji, jest znacznie przekroczone™®. W konsekwencji adsorpcja
lipidéow na granicy faz przebiega w dwuetapowym procesie z udzialem dwuwarstwowych
agregatow tych molekul. W pierwszej fazie, duza role¢ odgrywa dyfuzja, ktora umozliwia
zblizenie si¢ struktury do granicy miedzyfazowej. Etap ten zalezy od stezenia agregatow.

Proces ich adsorpcji charakteryzuje si¢ matg szybkoscig (niskie wspotczynniki dyfuzji).
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W drugiej fazie nastgpuje rozplatanie oraz wprowadzenie materiatu lipidowego na
powierzchni¢ miedzyfazowa. Aby rozplata¢ dwuwarstwowe agregaty nalezy pokona¢ znaczne
sity kohezji wynikajace z oddzialywan elektrostatycznych (sit van der Waalsa) oraz efektow
hydrofobowych, ktére sa prekursorem samoorganizacji bton w $rodowisku wodnym®30132),
Etap ten jest znaczgco przyspieszany przez biatka SP-A oraz jony wapnia, gdyz za ich
posrednictwem odbywa si¢ taczenie agregatow 3%, Obecnos¢ nienasyconych fosfolipidow
przyspiesza zajscie procesu. Wykazano, rowniez duzg role hydrofobowych biatek SP-B i SP-C
charakteryzujacych si¢ dziataniem powierzchniowoczynnym w adsorpcji dwuwarstwowych
agregatow w drugim etapie procesu. Klenz i wsp.®3® zaproponowali koncepcje przebiegu
drugiej fazy adsorpcji fosfolipidow na powierzchni miedzyfazowej ciecz-gaz, w ktdrej oba typy
hydrofobowych biatek petnig odrebne role. Biatko SP-B posredniczy w transporcie poprzez
lokalne naruszenie upakowanej monowarstwy — jest to poczatkowy moment ,,wstawienia”
nowej porcji materialu. Natomiast SP-C ulatwia adsorpcj¢ przy wyzszych stgzeniach
powierzchniowych. Wykazano réwniez synergiczne dziatanie obu typow biatek
W odzyskiwaniu optymalnej aktywnos$ci powierzchniowej ekstraktow lipidowych surfaktantu
ptucnego zubozonych o biatka®3?),

Adsorpcja skladnikow surfaktantu i formowanie monowarstwy umozliwia redukcje
rownowagowego napigcia powierzchniowego z 70,1 mN/m do nawet 20 mN/m (warto$ci
w 36,6°C). Kompresja monowarstwy pozwala na uzyskanie stanu metastabilnego o wysokim
stopniu uporzadkowania i jeszcze nizszych wartosci 6.

Reorganizacja uformowanej monowarstwy surfaktantu ptucnego

Struktura surfaktantu plucnego stanowi dynamicznie zmieniajacy si¢ uktad w wyniku
cigglej zmiany powierzchni na skutek cyklu wdech-wydech, a takze przeplywow
powierzchniowych (efekty Marangoniego). W fazie wdechu dochodzi do ekspansji
powierzchni pgcherzyka ptucnego, tj. wzrostu powierzchni migdzyfazowej ciecz-gaz, Cco
pociaga za sobg Wzrost zapotrzebowania na szybki transport sktadnikow surfaktantu ptucnego
do granicy faz. W celu kompensacji deficytu napiecia powierzchniowego nast¢puje adsorpcja
Swiezo wytworzonej porcji zwigzkow powierzchniowoczynnych, jak i molekut, ktére zostaly
usunigte z powierzchni migdzyfazowej w fazie wydechu, gdy nastgpuje kompresja
powierzchni. W jej wyniku cze¢$¢ molekut wykazujacych si¢ mniejszg stabilnoscig zostaje
usunietych do wnetrza hipofazy, tzw. proces squeeze-out®*®. Tak jak opisano w podrozdziale
5.4.1, na powierzchni hipofazy obecne sg, obok fosfolipidow, takze lipidy nienasycone,
wykazujace znacznie mniejsza aktywno$¢ powierzchniowa niz DPPC. Odpowiadaja one

glownie za stabilno$¢ i usztywnienie struktury monowarstwy, co jest potrzebne w fazie
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ekspansji powierzchni. Prawdopodobnie, wiasnie takie molekuly sa usuwane z powierzchni
podczas wydechu, lecz do tej pory nie istnieje usystematyzowana wiedza opisujaca interakcje
tych sktadnikéw. W szczytowej fazie wdechu napigcie powierzchniowe osiagga maksymalng
wartos¢ sprawiajac, ze udziat sit powigzanych z napigeciem powierzchniowym jest dominujacy
w ksztattowaniu catkowitej elastycznosci ptuc (sity retrakcji)*®). Osiagniecie pozadanych
niskich wartosci dynamicznego napiecia powierzchniowego jest niezb¢dne do poprawnego
funkcjonowania uktadu oddechowego: tj. obnizenia pracy potrzebnej do wykonania wdechu,
ptynnego przejscia z fazy wydechu do ekspansji powierzchni, a takze obnizenia ryzyka
sklejenia sie¢ $cianek pecherzykdéw ptucnych na szczycie wydechu. Materiat, ktory w fazie
wdechu nie zostanie ponownie zaadsorbowany na powierzchni migdzyfazowej ulega
reorganizacji do formy kulistych jednowarstwowych struktur. Ze wzgledu na fakt, Ze tracg one
stabilno$¢ powierzchniowg mozliwe jest ich fatwe usunigcie wskutek dziatania makrofagow
lub w wyniku transportu hydrodynamicznego (w procesie samooczyszczania pluc). Porcje
molekul, ktore nie ulegly usunieciu sg zawracane, na drodze endocytozy, do pneumocytow typu
11, gdzie stuza jako materiat budulcowy do syntezy ciat lamelarnych*2V,

5.4.3. Podstawy opisu wiasciwosci fizykochemicznych uktadu surfaktantu ptucnego

W obszarze miedyfazowym ciecz-gaz

Charakterystyke zjawisk przebiegajacych w obszarze kontaktu dwoch faz: cieczy
I powietrza nalezy rozpoczaé¢ od rozpoznania sensu fizycznego napigcia powierzchniowego (o).
W ujeciu termodynamicznym stanowi ono miar¢ pracy izotermicznej odwracalnej ekspansji
powierzchni. Jednakze w momencie, w ktérym podczas zwigkszania powierzchni nastgpuje
dyssypacja energii, a utrzymanie warunkow izotermicznego 1 odwracalnego procesu nie jest
dluzej mozliwe, przedstawiona interpretacja traci sens®®®. Takie zjawisko ma miejsce
w uktadzie surfaktantu plucnego i1 w takim przypadku nalezy rozwazy¢ napigcie
powierzchniowe, zgodnie z interpretacja mechaniczng, jako sity dziatajacej stycznie do
powierzchni na odcinku o jednostkowej dlugosci®4.

Opisujac zjawisko adsorpcji zwigzkow powierzchniowoczynnych, gdy szybkos¢ procesu
jest znaczaca, mozna oprze¢ rozwazania o koncepcje uktadu dwoch kontaktujacych sie faz,
miedzy ktorymi wystepuje obszar o niewielkiej grubosci, tzw. faza powierzchniowa. Adsorpcja
surfaktantow (sktadniki i1 charakteryzujace si¢ molowym potencjatem chemicznym u;)
umozliwia formowanie w fazie powierzchniowej warstewki adsorpcyjnej, ktora, wg definicji,
powstala w samorzutnie przebiegajacym procesie gromadzenia si¢ molekut aktywnych
powierzchniowo. Wystepuja one na powierzchni w nadmiarze w stosunku do ilosci w glebi

fazy cieklej, osiagajac pewne stezenie powierzchniowe I'i*'3149) Proces adsorpcji trwa do
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osiggniecia stanu rownowagi termodynamicznej 1 towarzyszy mu zmiana napi¢cia
powierzchniowego. Opis przebiegu zmian do ujmuje rownanie adsorpcji Gibbsa:

do = =Y Tidy (5.3)
Rownanie 5.3, przy zalozeniu idealnosci roztworu pojedynczego niejonowego skladnika,
ktorego stezenie w fazie objetosciowej wynosi C, przyjmuje postac:

do = —RTT'dInc (5.4)
gdzie R to stata gazowa (J-mol*K™?) a T oznacza temperature (K). Z réwnania 5.4. wynika, ze
substancja, ktora gromadzi si¢ na powierzchni wywoluje obnizenie napigcia
powierzchniowego. Efekt ten jest thumaczony czgSciowym réwnowazeniem asymetrycznych
oddzialywan miedzyczasteczkowych przy granicy faz ciecz-gaz. Do opisu rOwnowagowe;j
zaleznoéci miedzy I” a ¢ (mol'm?®) z uwzglednieniem wzajemnych oddzialywan
miedzyczasteczkowych mozna stosowaé rownanie izotermy adsorpcji np. Frumklina lub van
der Waalsa. Z kolei, najprostsze rownanie izotermy adsorpcji Langmuira (réwnanie 5.5.),
stosowane do powierzchniowych warstw monomolekularnych (monowarstw) powstatych w
wyniku spontanicznej adsorpcji zwiazku powierzchniowoczynnego z roztworu nie uwzglgdnia

}(113,140).

wzajemnych oddziatywan moleku W zaleznosci tej uwzglgdniono maksymalne

stezenie powierzchniowe sktadnika /'m oraz stalg rownowagi adsorpcji K.
r Kc

Im  1+Kc

(5.5)

Koncepcja struktury monowarstwy Langmuira

Zaadsorbowane na powierzchni miedzyfazowej ciecz-gaz skladniki surfaktantu ptucnego
formuja monowarstwe o okreslonych wilasciwosciach. Na potrzebe rozwazan oraz badan
modelowych 1 eksperymentalnych mozna przyblizy¢ ja do dobrze opisanej w literaturze
monowarstwy Langmuira. Doswiadczalne zaleznosci cisnienia powierzchniowego (rownanie
5.6) od wielkosci powierzchni przypadajacej na jedna czasteczke zwigzku obecnego
w monowarstwie sa dogodna metoda analizy wiasciwosci monowarstwy Langmuira®*V. Za
pomoca izotermy kompresji mozna $ledzi¢ zmiang organizacji powierzchni wraz ze
zmieniajagcym si¢ ci$nieniem powierzchniowym. W miar¢ zwigkszania kompresji
monowarstwy czasteczki zwigzku powierzchniowo czynnego zblizaja si¢ do siebie, przez co
catos¢ filmu zmienia stan fizyczny. Wyrdzniamy: stan gazowy (G), stan cieczy rozprezonej
(LE), stan przejsciowy (I), stan cieczy skondensowanej (LC) i stan staty (S). Monitorowanie
zmian organizacji czasteczek fosfolipidu w monowarstwie pozwala m.in. na okreslenie wptywu
obecnosci dodatkowych substancji np. toksycznych®8142143) graz lekéw lub potencjalnych

sktadnikow formulacji leczniczej na whasciwosci PS w warunkach in vitro(44-146),
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Podczas izotermicznej i quasi-rownowagowej kompresji monowarstwy, przejscia fazowe
zaczynaja si¢ od sprezania fazy gazowej. W tym stanie fizycznym, przy niskim ci$nieniu
powierzchniowym, wystepuja stabe oddziatywania pomigdzy rozproszonymi na powierzchni
miedzyfazowej ciecz-gaz molekutami zwigzkoéw powierzchniowoczynnych ze wzgledu na
duze odleglosci pomiedzy molekutami. Przy duzej powierzchni przypadajacej na molekuie
zwigzku na powierzchni, czasteczki charakteryzuja si¢ duza ruchliwoscig a ich ruch jest
spontaniczny (chaotyczny). W miarg spr¢zania monowarstwy, dochodzi do zblizania si¢
czasteczek 1 ich uporzadkowania oraz wzrostu interakcji miedzyczasteczkowych m.in.
oddziatywan van der Waalsa. Nastepuje wtedy przejscie ze stanu gazowego do stanu cieczy
rozpr¢zonej. Kolejno wystgpujagcym przejsciom fazowym towarzyszy rdwniez zmiana
orientacji molekut, a wraz ze wzrostem stopnia kompresji, czasteczki ustawiajg si¢ w pozycji
pionowej. Stan przejsciowy jest to faza, w ktorej dochodzi do wspolistnienia obu stanéw LE
i LC. Przejawia si¢ ona charakterystycznym wyptaszczeniem izotermy tzw. plateau. W stanie
cieczy sprezonej (skondensowanej) mamy do czynienia Z monowarstwa, w ktoérej czasteczki sg
utozone $ci§le obok siebie. Przy dalszym sprezaniu monowarstwy osiggany jest stan staty,
a nastepnie dochodzi do zjawiska zatamania monowarstwy, z ang. collapse®®. Zatamanie
monowarstwy jest procesem, ktory polega na ,zwijaniu si¢” czesci warstwy w wyniku
spr¢zania, przez co dochodzi do powstania lokalnych dwuwarstwowych lub
wielowarstwowych zgrupowan, mogacych postuzyé za rezerwuary molekut®4?,

Dynamiczne wlasciwosci warstwy powierzchniowej

Ze wzgledu na zmienno$¢ warunkow panujacych w uktadzie surfaktantu ptucnego podczas
cyklicznej kompresji 1 ekspansji, istotnym parametrem opisujagcym dynamiczne wiasciwosci
tego plynu biologicznego jest dynamiczne napigcie powierzchniowe. W takim przypadku
rozszerzenie interpretacji napigcia powierzchniowego o warunki dynamiczne jest konieczne,
chociazby ze wzgledu na fakt, ze molekuty surfaktantu docieraja na powierzchni¢ zbyt wolno
w stosunku do tempa deformacji powierzchni. Obok dynamicznego napigcia
powierzchniowego wyrdznia si¢ rOwniez powigzane z nim ci$nienie powierzchniowe (wielko$¢
dwuwymiarowa). Chwilowe cis$nienie powierzchniowe m rozpatrywane w dwuwymiarowej
przestrzeni mozna definiowa¢ jako roznice migdzy chwilowym dynamicznym napigciem
powierzchniowym ¢ a napigciem powierzchniowym subfazy (rozpuszczalnika) osup:

T = Ogyp — O (5.6.)
Pomiaru réwnowagowego napigcia powierzchniowego mozna dokona¢ w warunkach
oscylujacej powierzchni lub przy statej powierzchni®®. Obie metody badawcze przedstawiono

w podrozdziale 5.4.5.
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Podczas monitorowania zmian dynamicznego napig¢cia powierzchniowego powierzchni
migdzyfazowej ciecz-gaz w obecnosci fosfolipidow, wywotanych oscylacjami tej powierzchni,
mozna zaobserwowac histerezg napigcia powierzchniowego (Rys. 5.4). Istnienie petli histerezy
mozna wytlumaczy¢ m.in. faktem wymiany masy miedzy powierzchnig a objetoscia cieczy,
bedacg rezerwuarem molekul substancji powierzchniowo czynnej. Podczas kompresji
powierzchni ciecz-gaz stezenie powierzchniowe wzrasta powyzej réwnowagowego,
powodujac desorpcje czasteczek surfaktantu i ich transport do fazy objetosciowej. Przy
ekspansji sytuacja jest odwrotna 1 deficyt surfaktantu na powierzchni jest sitg napgdowa procesu
adsorpcji z fazy objetosciowej. Ze wzgledu na fakt, ze procesy te biegng ze skonczong
szybkos$cia, wystepuje histereza napigcia powierzchniowego (wymiana masy i adsorpcja nie
nadazaja za zmianami wielkos$ci powierzchni). Petla histerezy to potaczenie izotermy kompresji
i izotermy ekspansji w obszarze wyzszych ci$nien powierzchniowych®4®), Zjawisko histerezy
mozna powigza¢ z roéwniez z lepkosprezystymi wilasciwosciami uktadow zawierajacych
warstewki  powierzchniowe3®), Dylatacyjne lepkosprezyste wiasciwosci reologiczne
powierzchni zalezag m.in. od przestrzennej struktury zwigzkéw obecnych na powierzchni.
Wptyw na usieciowanie, uporzadkowanie, orientacje tancuchow czy wzajemne interakcje ma
szereg czynnikow, w tym temperatura, sita jonowa subfazy lub wielko$¢ 1 szybkos¢
odksztatcen. Obecno$¢ lub brak jonéw w hipofazie zmienia tadunek powierzchniowy
sktadnikow warstewki powierzchniowej. W warstwach DPPC kationy sodowe, pochodzace od
zdysocjowanej soli NaCl, tworza wigzanie z grupami karbonylowymi lipidéw, zastgpujac
uporzadkowane czasteczki wody, a aniony chlorkowe tworza tzw. chmurg jonowa wokot grup
cholinowych tego lipidu®*®. Szersze omoéwienie parametrow uzywanych do charakterystyki

surfaktantu ptucnego zaprezentowano w podrozdziale 5.4.5.
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Rys. 5.4. Przyktadowa petla histerezy napiecia powierzchniowego modelowego surfaktantu ptucnego
W temperaturze 36,6°C. Na podstawie badan wiasnych
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5.4.4. Wtasciwosci surfaktantu ptucnego jako wskaznika fizjologicznego stanu ptuc
Histereza napiecia powierzchniowego jako wskaznik fizjologiczny jakosci

Dynamiczne napigcie powierzchniowe moze stanowi¢ wskaznik cech fizjologicznych,
$wiadczacy o poprawnej mechanice oddychania. Pomiar histerezy napigcia powierzchniowego,
ktorej podstawowe zagadnienia omowiono w podrozdziale 5.4.3, jest jedng z mozliwo$ci
przeprowadzenia takiej oceny. Wykorzystywany jest przy tym fakt, ze histereza jest wynikiem
efektow relaksacyjnych w uktadzie PS, ktore sa konsekwencja zaro6wno oddziatywan
miedzyczasteczkowych roznych skladnikéw blony, jej reorganizacji na poziomie
molekularnym, jak i z miedzyfazowych procesow przenoszenia masy o skonczonej szybkosci.
Zjawisko histerezy jest wynikiem zmian poddanej periodycznym oscylacjom (odksztalceniom)
powierzchni pecherzykéw phucnych, ktéra nastgpuje w wyniku cyklu oddechowego. Istotne
znaczenie majg stosunkowo szybkie (15-30 razy na minutg) oscylacje powierzchni
migdzyfazowej, a takze duza, dochodzaca nawet do 40% ekspansja powierzchnit®d),
Wystepowanie histerezy napigcia powierzchniowego mozna tlumaczy¢é wystepowaniem
proceséw dyssypacyjnych oraz czeSciowego przeksztalcenia dostarczonej podczas wdechu
energii na przeplywy powierzchniowe, tj. efekty Marangoniego, ktére umozliwiaja zajécie
hydrodynamicznych proceséw oczyszczania ptuc. Jej ksztalt, z kolei, wynika z udzialu
wiasciwosci lepkosprezystych (lepkosci oraz elastycznosci powierzchniowej). Ilosciowe
wartosci  parametrow  reologicznych  powierzchni  poddawanej  oscylacjom  sg
odzwierciedleniem wielu zjawisk o charakterze dynamicznym, dlatego nalezy traktowac je jako
wartoséci efektywne (lub: pozorne)39,

Powierzchnia ograniczona petla histerezy zalezy od czestotliwosci oddechowej oraz od
indywidualnych cech pacjenta m.in. wieku czy aktualnego stanu zdrowia. Przyktadowo, pole
powierzchni petli histerezy zdrowego czlowieka bedzie si¢ r6zni¢ w poroéwnaniu do pacjenta
Z chorobg lub niewydolnoscig uktadu oddechowego powigzang z niedoborem surfaktantu
ptucnego, takich jak zespo6t bton szklistych, zespot ostrej niewydolno$ci oddechowej oraz
zespOt zaburzen oddechowych u noworodka®®. Surfaktant pozyskany od pacjentow ze
zdiagnozowanymi stanami chorobowymi powigzanymi z dysfunkcja PS cechuje si¢ wyzsza
minimalng warto$cia napigcia powierzchniowego oraz zawezong petla histerezy
o pomniejszonym polu (Rys. 5.5.)%) Do zmniejszenia pola histerezy napiecia
powierzchniowego moze rowniez dojs¢ na skutek wdychania aerozoli lub gazéw. Do takich
zaliczamy te pochodzenia antropogenicznego (np. smog, dym papierosowy) lub naturalnego

(np. pyt pustynny, pyt wulkaniczny), ktore podczas oddychania moga penetrowa¢ do obszaru
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pecherzykow ptucnych®V. Innym czynnikiem bedacym przyczyna uszkadzania PS jest

wdychanie powietrza o bardzo wysokiej temperaturze®5?.

45
40 +
35 A
30 1
25 1
20 T b M
10 4ol i
SY : ; :

0 ; ; ; ; ; ; .

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Awzgi [%]

Rys. 5.5. Porownanie petli histerezy napigcia powierzchniowego zmierzonej w przypadku zdrowego

czlowieka (norma) i pacjenta, u ktorego zdiagnozowano zespot niewydolnosci oddechowej
(RDs)(llS)

o [(mN)/m]

InZynieria chemiczna a surfaktant plucny — rola surfaktantu plucnego w procesach
transportu masy i mechanice oddychania

Zaburzenia w dynamicznej aktywnosci PS beda powigzane réwniez z ostabieniem lub
w skrajnych przypadkach z trwatym uposledzeniem jego funkcji transportowej oraz obronnej
w plucach. Surfaktant ptucny posredniczy w przenoszeniu stabo rozpuszczalnych w fazie
wodnej gazow przez warstwe ptynu plucnego. Zintensyfikowane procesy hydrodynamiczne
W hipofazie surfaktantu plucnego poprawiaja szybko$¢ absorpcji tlenu. Aktywnos¢
powierzchniowa sktadnikoéw PS oraz dynamiczne warunki panujace na granicy faz indukuja
okresowe gradienty napigcia powierzchniowego, co istotnie wspomaga proces
oddychania>1%31%)_ Surfaktant ptucny reguluje réwniez wydatek energetyczny powiazany z
procesem wymiany gazowe] (wymiany masy) poprzez generowanie spadku napigcia
powierzchniowego podczas fazy biernej cyklu oddechowego (wydech)®®. PS zapewnia
stabilno$¢ pecherzykow plucnych i prawidtowe rownomierne napowietrzenie ptuc. Uzyskane
niskie warto$ci napigcia powierzchniowego zapobiegaja takze przesigkaniu plynow
ustrojowych (§rodtkankowych), w tym osocza, do wnetrza drog oddechowych. Jest to tzw. rola
antyobrzgkowa PS. Przy deficycie lub uszkodzeniu PS uzyskanie niskich warto$ci napigcia
powierzchniowego jest niemozliwe, co prowadzi do przesigkania ptynow ustrojowych
W przestrzeni ptucnej, blokowania wymiany gazowej, a takze rozwoju stanu zapalnego®),

Ostatnia z waznych funkcji pelnionych przez surfaktant ptlucny jest zwigzana
z funkcjonowaniem naturalnych mechanizmow obronnych organizmu w obrgbie drog
oddechowych. PS bierze m.in. udziat w pierwotnej odpowiedzi organizmu na zdeponowane na

jego powierzchni czgstki, co zostato pokrotce omoéwione w podrozdziale 5.4.115.4.2, ale takze
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pelni istotng role W powstaniu przeptywu z obszaru pecherzykow plucnych w kierunku
oskrzelikow na skutek dziatania efektéw Marangoniego. Mechanizmy neutralizacji
zdeponowanych czastek, w tym fagocytoze probowano wyjasni¢ w oparciu o narzedzia
inzynierii chemicznej. Koncepcja ta zaktada, ze czastka aerozolu, ktora ulegla depozycji na
granicy faz pocigga za sobg adsorpcje sktadnikow PS na powierzchni czastki. Lokalny spadek
stezenia surfaktantu prowadzi do wzrostu napigcia powierzchniowego, generujac sygnal o
charakterze hydrodynamicznym (efekt Marangoniego). Zjawiska te stymuluja poruszanie si¢
makrofagow w kierunku zdeponowanej struktury po powierzchni filmu, poprzez wystepowanie

mikroprzeplywoéw (o szybkosci kilkudziesieciu pm/s)1%6-158),

Sugeruje to znaczng role
surfaktantu ptucnego w przekazywaniu informacji 0 depozycji obcych obiektow na
powierzchni ptuc. Opisany mechanizm jest jedynie impulsem aktywujacym makrofagi,
natomiast w dluzszym okresie ich reakcja jest regulowana przez gradient chemoatraktantu
(sygnat chemiczny)?®®). Zdeponowana czastka moze wywotaé rowniez lokalne uszkodzenie
(zaburzenie) ciagtosci uktadu surfaktantu ptucnego, co pociaga za sobg przeptyw sasiadujacych
obszaré6w PS w kierunku zdeformowanej powierzchni. Jezeli liczba depozytow bedzie zbyt
duza moze si¢ to przetozy¢ na zaburzenie fizjologicznych funkcji surfaktantu. Skutecznos¢
zjawiska kierunkowania makrofagow zostanie obnizona, a sktad powierzchni cieczy moze
zosta¢ zaburzony, w wyniku nadmiernego ubytku sktadnikéw PS z powierzchni ciecz-gaz w
wyniku adsorpcji na powierzchni zdeponowanych czastek®®). Duza role w adsorpcji
sktadnikow PS na powierzchni osadzonych cial obcych odgrywa charakter materialu
(hydrofilowo$¢/hydrofobowos¢) oraz struktura czastek, w tym ich porowatos¢. Wzrost ubytku
surfaktantu jest wickszy w przypadku struktur porowatych niz dla powierzchni gladkich
powodujagc réwnoczesnie bardziej istotny wzrost napigcia powierzchniowego. Niedobor
surfaktantu doprowadzi do spowolnienia mikroprzeplywow oraz ostabienia sygnatu
hydrodynamicznego przyczyniajac si¢ tym samym do spowolnienia proceséw klirensu
pecherzykowego. PS bedzie preferencyjnie adsorbowac na powierzchniach hydrofobowych i to
w przypadku tego typu materiatow efekt opisanego oddziatywania bedzie wigkszy ™.

Wplyw efektow Marangoniego tj. przepltywu cienkiej warstwy cieczy wywolanego przez
opisane wyzej zjawiska powstania gradientu napigcia powierzchniowego na transport masy
w phucach zostat przedstawiony w modelu Gradonia-Podgoérskiego®1%9. Koncepcja zaktada,
ze niesymetryczne W czasie (rzeczywiste) oscylacje powierzchni ciecz-gaz ptynu biologicznego
w pecherzykach ptucnych indukujg przeptywy Marangoniego, co umozliwia przemieszczanie
zdeponowanych obiektow do oskrzelikow 1 w gore drzewa oskrzelowego. Efekty te postuluja

mechanizm hydrodynamicznego samooczyszczania ptuc, w ktérym w dalszym etapie bierze
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udziat réwniez system Sluzowo-rzeskowy. Wizualizacje przeptywu ptynu biologicznego w
obszarze pecherzykowym przedstawiono na ponizszym rysunku (Rys. 5.6.). W trakcie fazy
aktywnej cyklu oddechowego (tj. wdechu) (Rys. 5.6. - 1) nastepuje wzrost powierzchni
miedzyfazowej ciecz-gaz i1 napig¢cia powierzchniowego, az do osiggni¢cia maksymalnej
wartosci powierzchni (Rys. 5.6. - 2). W czasie wdechu zdeponowana czastka przesuwa sig,
dzigki efektowi Marangoniego (Vo,,4ecn) ku dnu pecherzyka. Gdy rozpoczyna si¢ faza
wydechu, GLI zaczyna si¢ kurczyé, napigcie powierzchniowe powoli si¢ obniza, a
zdeponowany obiekt zaczyna si¢ przesuwaé w kierunku oskrzelikow (Rys. 5.6. - 3). W wyniku
kilku cykli oddechowych, w momencie osiggni¢cia minimalnej powierzchni moze doj$¢ do
wypchniecia ciala obcego poza obszar pecherzyka (Rys. 5.6. - 3)72,

Podsumowujac, na podstawie przedstawionych wielu funkcji uktadu surfaktantu ptucnego
0 charakterze ochronnym, regulacyjnym i transportowym, uzaleznionych od wlasciwosSci
powierzchniowo czynnych jego sktadnikow, oraz wykazaniu jego roli w prawidtowym procesie
oddechowym mozna uzasadni¢ tezg, ze wielko$¢ petli histerezy napigcia powierzchni jest

wyznacznikiem jakosci fizjologicznej phuc.

/ Vo\vvdech

| Amlﬂ

(1) (2) (3) (4)
Rys. 5.6. Schemat przepbywu phmu biologicznego w pecherzyku ptucnym podczas petnego cyklu
oddechoweqo z uwzglednieniem gradientu napiecia powierzchniowego’?

5.4.5. Parametry oceny oddzialywan zdeponowanego aerozolu na powierzchnie
plucng

Istnieje kilka mozliwosci oceny wplywu aerozolu na surfaktant plucny, postugujac sie
wiedzg o roli histerezy w interpretacji stanu fizjologicznego ptuc. Koncepcje te sg oparte na
ocenie zmian dynamicznej aktywnosci surfaktantu ptucnego, uwzgledniajac opisane wczesniej
modele dynamiki obnizania napigcia powierzchniowego (zagadnienia omoOwione
w podrozdziale 5.4.3-5.4.4). Sposrod wielu technik opracowanych w celu przeprowadzenia
badan in vitro oddzialywan z PS istnieje pi¢¢ najpopularniejszych bazujacych na dynamicznych
pomiarach zjawisk na powierzchniach miedzyfazowych ciecz-gaz: (1) metoda wagi

Langmuira-Wilhelmy'ego (LWB) lub inne warianty tej metody np. waga Langmuira-Blodgett
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(LBB), (2) tensjometr z pulsujacym pecherzykiem (PBS), (3) metoda uwiezionego pecherzyka
(CBS), (4) ograniczonej kropli (CSD) i (5) wiszacej kropli (PD). Nierzadko te techniki sg
wspomagane przez metody mikroskopowe do analizy stanu powierzchni: mikroskopia kata
Brewstera (BAM) oraz mikroskopia sit atomowych (AFM) oraz przez symulacje komputerowe
oparte o dynamik¢ molekularng. Jednakze, na potrzebe tej pracy ograniczono si¢ do wskazania
dwoch podejs¢: (i) analiza powierzchni migdzyfazowej ciecz-gaz w obecnosci modelu
surfaktantu ptucnego tylko podczas jej stalej kompresji w uktadzie LWB oraz (ii) analiza
powierzchni mi¢gdzyfazowej w obecnosci modelu PS poddanej sinusoidalnym oscylacjom (cykl
kompresji-ekspansji) powierzchni w uktadzie PD(*?%:161-163)

Obie koncepcje doswiadczalne wymagaja wprowadzenia funkcjonalnego modelu uktadu
surfaktantu ptucnego (MPS). PS jak wykazano w podrozdziale 5.4.1, w warunkach naturalnych
tworzy monowarstwe lipidowa (ok. 90%) wzbogacona o biatka (ok. 10%) i weglowodany*?Y,
Skfadniki tego ptynu biologicznego charakteryzuja si¢ zrdéznicowang aktywnoscia
powierzchniows, jednak niektore wykazuja najistotniejsze wihasciwosci powierzchniowo
czynne np. fosfolipid DPPC oraz biatka SP-B i SP-C. W literaturze znajdziemy wiele
przyktadow zastosowanych modeli, wsrdd ktorych mozemy wyr6zni¢ nastepujace grupy: (a)
jednosktadnikowe, (b) wieloskladnikowe lipidowe, (c) wieloskladnikowe mieszaniny
zawierajace biatka surfaktantowe (bazujace na preparatach kalfaktantowych lub
beraktantowych). Przyktadowe modele PS zamieszczono w tabeli 5.2.

Najbardziej rozpowszechnionym modelem jest jednoskladnikowy uktad zawierajacy
DPPC. Ten prosty model sprawdza si¢ w badaniach z wykorzystaniem techniki wagi
Langmuira-Wilhelmy'ego, ktéra umozliwia analiz¢ zmian wlasciwosci modelowego
surfaktantu plucnego w oparciu o $ledzenie izotermy kompresji. Dodanie biatek
hydrofobowych do takiego ukladu znaczaco zmienia przebieg izotermy. Przy tych samych
ci$nieniach powierzchniowych obserwuje si¢ wigksze powierzchnie przypadajace na molekute
DPPC. Jednoczesnie, obserwowane jest charakterystyczne plateau przy cisnieniu
powierzchniowym ok. 50 mN/m, co pokrywa si¢ z danymi otrzymywanymi w pomiarach
natywnego PS, gdzie faza przejsciowa wystepuje przy wartosciach 40-50 mN/m®®, Innym
podejsciem jest rozszerzenie jednosktadnikowego modelu o sktadniki frakcji thuszczowej np.
model Tanaki®®. Btony wzbogacone o czasteczki cholesterolu charakteryzuja sie duzo
wiekszym upakowaniem molekul oraz usztywnieniem@?). Jednoczeénie nalezy zwrécié
uwage, ze lipidy nienasycone wykazuja znacznie mniejszg aktywno$¢ powierzchniowa niz
DPPC®®, Filmy zawierajace réznorodne sktadniki lipidowe charakteryzuja si¢ wystepowaniem

réwnowagi pomig¢dzy stanami LE-LC oraz zaltamaniami monowarstwy przy waskim zakresie
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cisnien, ok. 46 mN/m(164). Dla porownania, monowarstwy natywnego PS przy ci$nieniach

wyzszych niz 46 mN/m nie ulegaja zatamaniu, co dowodzi ich metastabilnego charakteru¢®),

Tab. 5.2. Przykiadowe modele uktadu surfaktantu ptucnego z uwzglednieniem wybranych stosowanych
metod badawczych

Rodzaj modelu Sktadniki Przyktadowa Referencje
metoda badawcza
1,2-dipalmitoilo-sn-glicerolo-3-
- fosfocholina (DPPC) 68,118,123,142,167,168
Jednoskiadnikowy 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3- LBW eonsimAsELI
fosfo-etanoloamina (POPE)
DPPC:cholesterol (CHOL), 8:2, 7:3,
6:4 (wiw)
Dwuskladnikowe [_)PPC:1-palmitpilo-Z-oIeoiIo-sn-
lipidowe glicero-3-fosfoglicerol (POPG), 7:3 | LWB, LBB, AFM (169-173)
(wiw)
DPPC:1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-
fosfocholina (DOPC) 63:37 (w/w)
Wieloskladnikowe Mode_l Tanaka: DPPC:POPG: kwas
lipidowe palmitynowy (PA), 68:22:9 (w/w) LWB (119,165,171,174)
saponiny z kory mydtodrzewa
Wieloskladnikowe Alveofact® I\SI__yomz;rk Pharma,
. . iemcy
zaw?qe;zizizlgi);ika Curosurf® (Chiesi, Wiochy) LWBAF;EIi;T" PD. | wsasearanrsam
surfaktantowe Survanta® (AbbVie, USA)
Infasurf® (ONY Biotech, USA)

Podsumowujac, modele zawierajace tylko cze$¢ sktadnikéw bazowych nie moga w petni
odzwierciedla¢ whasciwosci PS i interakcji z substancjami obcymi, a wiec uogolnianie
wnioskow uzyskanych przy ich pomocy jest obarczone niepewnoscia. Jednakze, praca z takimi
modelami pozwala na tatwe wykrycie i identyfikacje ewentualnych interakcji pomi¢dzy grupa
sktadnikow PS o0 wybranych wiasciwosciach (np. lipidow obojetnych lub zawierajacych
dodatkowa grupe funkcyjng) a substancjg zaadsorbowang. Takie podejscie umozliwia lepsze
przewidzenie 1 zrozumienie mechanizmu oddziatywan w modelach wielosktadnikowych.
Analiza powierzchni migdzyfazowej ciecz-gaz w obecnosci PS podczas jej kompresji w wadze
Langmuira-Wilhelmy’ego

W wyniku kompresji powierzchni mie¢dzyfazowej zawierajacej model lipidowy PS
powadzonej ze stalg szybko$cig przesuwania barierek (ruch symetryczny) wyznacza si¢
zalezno$¢ cisnienia powierzchniowego 7= w funkcji powierzchni przypadajacej na jedng
zaadsorbowang czasteczke A (izoterma kompresji 7-A). Metode tg stosowano w niniejszej
pracy, a jej szczegdtowy opis przedstawiono w podrozdziale 9.3.2.

Badajac zmiany cis$nienia powierzchniowego zauwazono, ze s3 one zwigzane ze zmiang

stanu fizycznego (termodynamicznego) monowarstwy, ktory dodatkowo pocigga za sobg
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zmiany w zakresie jej wlasciwos$ci reologicznych. Dzigki temu analiza zmian elastycznoS$ci
powierzchni monowarstwy wystepujacych np. pod wptywem osadzania si¢ zanieczyszczen na
powierzchni mig¢dzyfazowa ciecz-gaz (GLI) dostarcza cennych informacji o jej stanie
fizycznym. Dynamika zmian powierzchni miedzyfazowej GLI jest zwigzana z jej
odksztalceniami y, ktore w przypadku monowarstw lipidowych przybierajg forme $ciskaniu lub
rozciggania charakteryzowanych przez modul dylatacyjny ep. Odksztalcenie mozna

zdefiniowac¢ przez wzgledne wydtuzenie powierzchni:
y == =dinA (5.7)

Modut dylatacyjny jest miarg zmian napig¢cia powierzchniowego na skutek odksztalcen

powierzchni®13.178),

do do
€ == G (5.8.)

Eksperymentalne wyznaczenie ¢p polega najczesciej na monitorowaniu odpowiedzi uktadu (.
zmian o lub 7) na sinusoidalne zmiany powierzchni (cykl kompresja-ekspansja) o zadanej
amplitudzie®’. Podczas jednostronnej kompresji, wlasciwosci mechaniczne monowarstwy
najczesciej opisuje si¢ za pomocg $cisliwosci k:

1dA _ _ dinA
K = —ZE = _dn (59)

Sci§liwoé¢ monowarstwy nalezy rozumie¢ jako jej podatno$é na odksztatcenie w postaci

kompresji ($ciskania). Jak tatwo pokazaé, $cisliwos¢ powierzchni (lub monowarstwy) mozna

)(113,139,178)

powigza¢ z modutem dylatacyjnym (zaleznos¢ 5.10. , ktory w tych warunkach

pomiaru odpowiada sprezystosci powierzchni Gibbsa®39189),

K= i (5.10.)
Scisliwos¢ jako parametr stuzacy do analizy wlasciwosci mechanicznych monowarstwy jest
stosunkowo prosty do obliczenia i nie zalezy od sposobu wyrazenia (jednostki) pola
powierzchni (A%/czasteczka lub cm?), co wykazano w pracy™®. Analiza przebiegu krzywej
Scisliwosci (Rys. 5.8.), wyliczanej na podstawie izotermy z-A, umozliwia czytelne wyrdznienie
zakresoOw odpowiadajgcych stanom organizacji monowarstwy lipidu, opisanych w rozdziale
5.4.3, w tym stanu gazowego (G) o nieskonczonej $cisliwos$ci, stanu cieczy rozprezonej (LE),
stanu przejsciowego (I) o charakterystycznym lokalnym maksimum, oraz stanu cieczy
skondensowanej (LC) o bardzo matej S$cisliwosci. Alternatywnym parametrem oceny
oddziatywan zdeponowanego aerozolu na powierzchni¢ ptucng jest wspotczynnik $cisliwosci
et

l=—AT = (5.11.)



Odzwierciedla on wprost elastyczno$¢ warstwy miedzyfazowej ciecz-gaz podczas jej
kompresji  (jest réwnowazny definicji sprezystoséci Gibbsa). Wartosci Cst zostaly
zaproponowane przez Daviesa i Rideala do wyznaczenia stanéw termodynamicznych
monowarstwy. Na podstawie analizowanej krzywej wspotczynnika $cisliwoéci csi- oraz
stosujac Ww. Kryteria, przyjmuje si¢ nastgpujace zakresy Cs™*: gazowa G - ¢s< 12,5 mN/m; stan
cieczy rozproszonej LE - ¢s1=12,5-50 mN/m; przejéciowa I — ¢s1=50-100 mN/m; stan cieczy
skondensowanej LC - ¢s=100-250 mN/m i stala S - ¢s™1> 250 mN/. Takie podejscie szczegolnie
czgsto stosowane jest przy przenoszeniu monowarstwy na powierzchni¢ statg (transfer
Langmuira-Blodgett), gdzie szczegdlnie istotne jest uzyskanie filmoéw zawierajacych

czasteczki 0 odpowiedniej orientacji przestrzennej82-184),

@) 1dA | ()

40 K= ———

; LC - stan cieczy A dT[
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Rys.5.8. Przyktadowa izoterma kompresji (a) i zaleznos¢ scisliwosci powierzchni miedzyfazowej ciecz-
gaz (b) w obecnosci DPPC, z uwzglednieniem standw organizacji monowarstwy. Na
podstawie badan wiasnych (T= 37°C £ 0,3°C)

Analiza powierzchni migdzyfazowej w obecnosci PS podczas sinusoidalnych oscylacji

Kolejna koncepcja badan wymaga zastosowania metody pomiarowej umozliwiajacej
cykliczng kompresje 1 ekspansje GLI. Jedng z takich metod jest technika oscylujacej
(pulsujacej) kropli. Dzigki pomiarowi dynamicznego napigcia powierzchniowego przy
zmieniajacej sie¢ wielkosci powierzchni miedzyfazowej ciecz-gaz uzyskuje si¢ informacje
0 przebiegu histerezy napigcia powierzchniowego oraz 0 powierzchniowych wlasciwosciach
reologicznych. Metode tg zastosowano w tej pracy, a jej doktadny opis zostat przedstawiony
w podrozdziale 9.3.2. Analiza wynikow pomiarowych wymaga zrozumienia istoty
lepkosprezystej natury powierzchni miedzyfazowej. Periodyczna sinusoidalna deformacja GLI
y(2), jest opisana jako:

y(t) = yppsin(wt) (5.12)

gdzie w (rad/s) oznacza czestos¢ oscylacji:

w = 2nf (5.13)
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za$ f (Hz) jest ich czgstotliwos$cig. Deformacja taka wywotuje dynamiczne zmiany o w funkcji
czasu t3131%9) Uzyskana zalezno$¢ o-A obrazuje histereze¢ napigcia powierzchniowego.
Analizujac przebieg histerezy przy zastosowaniu odpowiednich kryteriéw ilosciowych mozna
oceni¢ przebieg zmian wiasciwosci powierzchni miedzyfazowej ciecz-gaz. W tym celu stosuje
si¢, takie parametry jak: (a) minimalna i maksymalna warto$¢ napi¢cia powierzchniowego w
cyklu, odpowiednio omin I omax; (D) znormalizowane pole histerezy HAn, czy (c) indeks

stabilno$ci S1(115185):

UA odA]ekSp - [fA JdA]komp

HAn =

(5.14.)

Amax—Amin

S = Imax”Imin (5.15.)

F(Omax+min)

Tak jak wspomniano, zjawisko histerezy jest konsekwencja m.in. wlasciwosci
lepkosprezystych obszaru powierzchniowego. W przypadku powierzchni o takich cechach
posta¢ modutu dylatacyjnego (rownanie 5.8.) mozna zapisa¢ w postaci zespolonej €* jako:

er=¢"+ig" (5.16.)
gdzie wyrdozniamy cz¢$¢ rzeczywistg odpowiadajgcg cechom sprezystym okreslong mianem
modutu zachowawczego €' oraz cze$¢ urojong charakteryzujaca wlasciwosci lepkie, nazywang
modutem stratnosci (dyssypacyjnym) &(178). W zapisie trygonometrycznym modut
zachowawczy wyrazony jest zaleznoscia:

e = |eplcosp (5.17)
a modut stratnosci:

" = |eplsing (5.18)
gdzie ¢ stanowi kat przesuniecia fazowego (kat strat) i moze przyjmowac wartosci od 0 do w/2.

Fatwo wykazaé, ze(113139):

4

tgp == (5.19)

o
wobec czego ¢=0 odpowiada powierzchni czysto sprezystej (£''=0, tgp=0), a (ng — czysto
lepkiej (e'=0, tgp=00). Opis powierzchni lepkosprezystej wg modelu Kelvina-Voigta,
Z uwzglednieniem zaleznosci miedzy odpowiedzia powierzchni 4o a dylatacyjng deformacja
granicy faz y 1 szybkoS$cig dylatacyjng yp = % pozwala uzyskac nastgpujaca zaleznos¢:

Ao = g4y + Ua¥p (5.20.)
ktora obrazuje zwigzek miedzy modutami: zachowawczym &' i dyssypacyjnym g
a parametrami reologicznymi powierzchni: sprezystoscig &4 i lepkoscia wug. GLI poddana

deformacjom o niskiej czgsto$ci przejawia gtownie cechy lepkie, natomiast wraz ze
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zwigkszaniem czesto$ci zaczynaja przewazaé cechy elastyczne™®. Warto§¢ uq oraz g moga
zaleze¢ takze od czestotliwosci i amplitudy oscylacji. Wynika to z faktu, ze ww. parametry
reologiczne sg pozorne i zaleza nie tylko od mechanicznych wlasciwosci GLI, ale takze
od dynamiki proceséw adsorpcji i desorpcji czgsteczek surfaktantu oraz kinetyki wymiany
masy migdzy obszarem przypowierzchniowym a objetoscia cieczy3?),

Stosujac statg amplitude oscylacji, w pomiarach surfaktantu ptucnego mozna uzyskac
warto$§ci ud 1 &4, umozliwiajace S$ledzenie zmian wlasciwosci powierzchni ptynu
biologicznego(w tym: petli histerezy o) np. w badaniach oddziatywan zdeponowanego aerozolu

na powierzchnie ptucna®18")_ Na podstawie 5.16. i 5.20. mozna wykazaé, ze:

@ = arctan (“j—w) (5.21)

d

Cco pokazuje, ze ksztalt histerezy zalezny jest od elastycznosci dylatacyjnej, lepkosci
dylatacyjnej oraz szybkos$ci oscylacji. Gdy czton lepkosciowy zaczyna by¢ dominujacy (przy
nizszych czgstotliwosciach), szeroko$¢ histerezy wzrasta. Natomiast, przy wyzszych
warto$ciach czgstotliwosci wzrasta udzial czlonu sprezystego, co odzwierciedla zwezona
szeroko$¢ histerezy(143186.188)

Podsumowujac, przedstawiane kryteria oceny histerezy napigcia powierzchniowego (HAN,
SI) oraz kryteria reologiczne powierzchni (ed, ud 1 @) umozliwiaja ilo§ciowe poroéwnanie
wplywu zdeponowanych czastek lub kropel aerozolowych na surfaktant ptucny. Ocena
zalezno$ci pomiedzy ¢ a Sl (rd6wnanie 5.15.) pokazuje, ze zmiany tych parametrow s zwigzane
z HAn (réwnanie 5.14.) oraz ksztaltem petli histerezy. Jednoczes$nie, Sl jest zalezny od
maksymalnego zakresu zmian napigcia powierzchniowego i wykazuje wigksza czuto$¢ na
zZmiany &g niz od g przy umiarkowanych szybkosciach odksztatcania GLI. Ogélne powigzania
pomiedzy ilosciowymi parametrami oceny histerezy o(4) pozwolity na opracowanie schematu
(Rys. 5.8.), opublikowanego we wspotautorskiej pracy®® utatwiajacego dyskusje wptywu

zdeponowanego aerozolu na podstawie wyznaczonych tendencji zmian wartosci.
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Rys. 5.8. Teoretyczna analiza zaleznosci miedzy roznymi parametrami liczbowymi opisujgcymi histereze
o-A w ukladzie MPS i ich wplywem na ksztalt i wielkos¢ histerezy®*®
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6. Charakterystyka procesu nebulizacji

6.1. Podstawy procesu

Proces atomizacji cieczy (w tym nebulizacja lekéw) prowadzi do jej rozproszenia
(fragmentacji), w wyniku ktorego powstaja krople zawieszone w fazie gazowej. Atomizacja
jest wynikiem dziatania zewnetrznych sit niszczacych przeciwstawiajacych si¢ sitom kohezji
oraz sitom lepkosciowym, ktore zapewniajg stabilizacj¢ struktury cieczy. Dopiero
przekroczenie warunkow granicznych wywotuje proces rozpadu. W tym momencie zaburzenia
wywolane w cieczy zyskuja dominacje nad sitami utrzymujacymi jej ciaglos¢. Produkt
pierwotnej atomizacji zazwyczaj jest labilny i ulega zmianom na skutek oddzialywan
wzajemnych pomiedzy kroplami oraz kropli z przeszkodami (atomizacja wtorna)8?,
W przypadku procesow nebulizacji stosowanych w medycynie, rozpad cieczy jest
powodowany przez sity acrodynamiczne lub fale ultradzwickowe.

6.1.1. Fizykochemia zjawisk na powierzchni kropli

Elementy ptynu powstajace w wyniku jej rozpadu (tj. krople) przybierajg ksztatt kulisty,
minimalizujacy energi¢ swobodna nowopowstatej powierzchni ciecz-gaz®?. Czasteczki ptynu
znajdujace si¢ na granicy styku dwoch faz (powierzchni miedzyfazowe;j) sa silniej weiggane do
wnetrza fazy ciektej niz molekuty z jej glebi ku powierzchni, co umozliwia utworzenie stabilnej
struktury kropli. Ta nierownowaga oddziatywan przejawia si¢ w postaci napigcia
powierzchniowego. Ewentualne zmiany w wielkosci powierzchni - jej kompresja lub ekspansja
moga nastapi¢ w wyniku, odpowiednio, spadku lub wzrostu temperatury oraz pod dziataniem
roznych sit340),

Kropla poruszajaca si¢ w os$rodku gazowym jest poddawana dziataniu naprgzen
$cinajacych na granicy styku obu faz: cieklej i gazowej. Kulisty obiekt moze ulegal
odksztatceniu np. sptaszczeniu na skutek dziatania sit oporu lub przyspieszeniu. Wszystkie te
czynniki mogg zmienia¢ ruch (tor oraz predkos¢) kropli. Przyktadowo, deformacja ksztattu,
objawiajacego si¢ wzrostem obszaru ,,czolowego” powoduje wzrost wspdiczynnika oporu, co
przeklada sie na zmiang toru poruszania sie¢ i predkosécit*®. Udziat sit dziatajacych na ciecz
moze zostac opisany za pomocg bezwymiarowych liczb: Reynoldsa (Re) wyrazajacej stosunek
sit bezwladnosciowych do sit lepkosci (6.1.), Webera (We), ktora okre§la znaczenie
bezwtadnosci cieczy w porownaniu do sit napigcia powierzchniowego (6.2.) oraz Ohnesorge’a

(Oh) bedacej ich kombinacja, w ktorej nie wystepuje predkosé cieczy (6.3.):

_ pudq
Re = m (6.1.)
We = P2 da 6.2)

o
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_YWe
Oh = — = Toors (6.3.)

gdzie p oznacza ggsto$¢ cieczy, U predkos¢ kropli, u lepko$¢ dynamiczng gazu, o napigcie

powierzchniowe, a dg $rednice kropli.

Aerozol ewoluuje podczas przeptywu i doktadne przewidywanie jego dynamiki jest trudne.
W bardzo rozcienczonych aerozolach mozna zatozy¢, ze kazda kropla stanowi odizolowane
indywiduum. Jednakze w mglach o duzym stezeniu, odleglo$ci migdzy kroplami sg mate
i fatwiej w obliczeniach potraktowaé grupe elementéw zawieszonych jako pseudofaze. Opis
ruchu oraz sit aerodynamicznych mozna uja¢ za pomoca, odpowiednio, II prawa dynamiki
Newtona oraz uje¢ciu Langrange’a-Eulera uwzgledniajacego sity oporu dziatajace na krople.
Jesli obliczenie sit dzialajacych na styku obu faz odbywa si¢ poprzez rozwigzanie rozktadu
naprezen to mozliwa jest ocena oddziatywania wzajemnego uktadu kropla-medium gazowe®®V,
Na podstawie przeprowadzonych symulacji®®? stwierdzono, ze przy niskich wartosciach liczby
Re fazy gazowej, kropla zachowuje si¢ jak ziarno ciala stalego, jednak wraz ze wzrostem Re
wzrastaja oddziatywania na krople, co prowadzi do powstania wewngtrznej cyrkulacji cieczy
(wiry Hilla). Na przebieg zjawisk wystepujacych w glebi kropli kluczowy wpltyw ma lepkosc¢
cieczy.

W skupisku kropel zawieszonych w gazie, moze dochodzi¢ do kolizji pomiedzy nimi.
Najczesciej obserwowanym zjawiskiem sg zderzenia o charakterze binarnym, tzn. zderzenia
pary kropel. Interakcje takie moga mie¢ charakter stabilny prowadzacy do powstania nowego
obiektu (koalescencja), ktorego objetos¢ jest sumg dwoch zderzajacych si¢ kropel lub
niestabilny, w ktorym powstajag dwie krople o objetosciach rownych albo mniejszym niz
pierwotne (rozpad)®11%%), Czestos¢ zachodzenia koalescencji lub rozpadow wzmaga sic wraz
ze wzrostem zawarto$ci kropel o wigkszej §rednicy oraz ze wzrostem natezenia strumienia
przeplywu gazu zawierajacego krople. Efekty kolizji maja niewielki wptyw na predkosé
nowopowstatego  elementu(193,194). Nalezy takze podkresli¢ role wlasciwosci
fizykochemicznych cieczy na przebieg ewolucji kropel aerozolu. Obecno$¢ surfaktantu, czyli
czynnika wykazujacego aktywno$¢ powierzchniowa, usztywnia powierzchnie kropli, a przez
co spowalnia mozliwos¢ zajécia koalescencji. Jednoczes$nie, wzrost zawartosci surfaktantu (do
osiggniecia krytycznego stezenia micelizacji) powoduje spadek napiecia powierzchniowego, co
prowadzi do zmniejszenia sit przeciwdziatajacych deformacji czy rozpadowi kropli.
Konsekwencja jest zwigkszenie czestosci fragmentacji, w wyniku ktorej aerozol przeobraza si¢
w uklad zawierajacy krople o mniejszych rozmiarach, a wigc i wigkszej sumarycznej

powierzchni miedzyfazowe;j!41%),
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W zbiorze kropel zawieszonych w fazie gazowej dochodzi do wymiany ciepta oraz masy.
Duza role odgrywa tutaj proces parowania cieczy, ktérego wplyw na wlasciwosci pojedynczej
kropli opisuje prawo D? (parowania)*®®. W stezonych mglach wptyw na parowanie jednej
kropli majg sgsiadujace elementy zawieszone, a wpltyw wzmaga si¢ wraz ze zmniejszeniem si¢
odlegtosci miedzy obiektamil*®"1%®), W stezonych aerozolach dominujacym mechanizmem
transportu ciepta i masy podczas odparowania jest dyfuzja, natomiast w uktadach
rozcienczonych parowanie zachodzi na skutek gtownie z udziatem konwekcji wymuszonej lub
naturalnej®®. Konsekwencja parowania jest oczywiste zmniejszenie wielkosci $rednicy
kropel. Natomiast jezeli aerozol ulegnie zmieszaniu z powietrzem 0 wysokiej wilgotno$ci
w sytuacji, gdy krople majg temperatur¢ ponizej punktu rosy, to dochodzi do kondensacji
(skraplania) pary wodnej w wyniku, ktorej rosnie objetos¢ kropli. W przypadku kropel
0 matych $rednicach proces parowania zachodzi intensywniej ze wzgledu na podwyzszong
preznosé pary przy powierzchni miedzyfazowej®@%,

6.1.2. Podziatl nebulizatorow ze wzgledu na zasade dziatania i ich charakterystyka

Medyczne urzadzenia inhalacyjne dziatajace na zasadzie generacji aerozolu
z farmaceutykow w postaci cieklej oraz statej (sproszkowanej) zostaty zaklasyfikowane do
szesciu grup, do ktorych nalezg atomizery donosowe, atomizery doustne, inhalatory proszkowe
DPI (z ang. dry powder inhalers), nebulizatory, dawkujace inhalatory ci$nieniowe pMDI
(zang. pressurized metered dose inhalers) oraz inhalatory nowej generacji. Wsrod
nebulizatorow, wyrdznia si¢ nebulizatory pneumatyczne (JN — z ang. jet nebulizers) oraz
ultradzwickowe, w tym klasyczne (UN — z ang. ultrasonic nebulizers) i siateczkowe o pracy
ciagtej (VMN — z ang. vibrating mesh nebulizers)@®.

Nebulizatory medyczne to urzadzenia stuzace do rozpylania ciektych farmaceutykow
lub preparatow medycznych wspomagajacych leczenie. W wyniku fragmentacji cieczy
powstaje mgta zawierajaca drobne krople z zakresu typowo 0,1-10 um. Stosowane sg rdzne
metody rozpylania wykorzystujace kilka mechanizmow atomizacji cieczy. Fragmentacja cieczy
zachodzgca dzigki energii sprezonego powietrza jest zastosowana w nebulizatorach
pneumatycznych za$ energia drgan ultradzwigkowych o roéznych czestotliwosciach jest
wykorzystywana w nebulizatorach ultradzwickowych klasycznych (2-3 MHz) oraz
siateczkowych (100-200 kHz)(91.202),

Nebulizatory sg w wigkszo$ci urzadzeniami charakteryzujacymi si¢ praca ciagla jednak
istnieja rowniez modele, ktorych praca jest skorelowana z oddechem pacjenta®®®.
Nieprzerywany proces atomizacji utatwia korzystanie z wziewnej drogi podawania lekow

zwlaszcza osobom z zaburzeniami oddechowymi, a takze dzieciom. Specyfika dzialania
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nebulizatorow wymaga jednak znaczacego wydtuzenia czasu przyjmowania lekow w stosunku
do innych inhalatorow, a takze prowadzi do strat farmaceutykéw, wystepujacych zaro6wno
w momencie wydechu, jak i zwigzanych ze znaczng objetoscia rezydualng (tj. objetoscia
cieczy, ktéra nie moze ulec atomizacji i pozostaje w komorze nebulizatora). Dodatkowo,
wymienione cechy nebulizatorow rzutuja réwniez na ograniczong powtarzalno$¢ dawki
dostarczonej podczas inhalacji®®?. Duza zaleta stosowania nebulizatoréw jest natomiast
ogromna roznorodnos¢ lekow, ktore mozna uzy¢ w wiekszosci przypadkow z dowolnym typem
nebulizatora. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze nie istniejg jeszcze odpowiednie regulacje
okreslajace optymalng kombinacje systemu lek-medyczny atomizator(6). Oznacza to, ze
pacjenci uzywaja réznych nebulizatorow do rozpylania takich samych farmaceutykow.
Wszystkie nebulizatory sg wyposazone w gltowice (komore), w ktorej zachodzi proces
atomizacji. Powstaly aerozol zostaje nastgpnie wprowadzony do jamy ustnej poprzez ustnik
i/lub maseczke, do tchawicy poprzez system przewodoéw i tacznikow, ale takze moze by¢
podany donosowo®, Istotnym czynnikiem majacym wplyw na przebieg procesu atomizacji
we wszystkich typach nebulizatorow sa wlasciwosci fizykochemiczne rozpylanej cieczy.
Zagadnienie to bylo, ale takze w dalszym ciggu jest przedmiotem licznych badan
przedstawionych w podrozdziale 6.2.2, jak i w cze$ci do§wiadczalnej niniejszej rozprawy.
6.1.2.1.  Nebulizatory pneumatyczne
Atomizacja sprezonym powietrzem jest podstawg dziatania nebulizatoréw
pneumatycznych, a sita napedowa procesu jest rdznica ci$nien wytwarzana w naczyniu
nebulizacyjnym. Historycznie (od lat 30. XX w.), jest to najdluzej wykorzystywana technika
wsréd komercyjnych urzadzen tego typu. Nebulizatory pneumatyczne (JN) sktadajg sie
Z glowicy wyposazone] w dysze dwuptynowa Venturiego podlaczong za pomocg przewodu
ci$nieniowego do spre¢zarki elektrycznej dostarczajgcej sprezone powietrze (Rys. 6.1.). Aerozol
jest generowany w glowicy, gdzie warstewka ptynnego leku kontaktuje si¢ ze strumieniem gazu
o duzej predkosci. Sprezone powietrze wprowadzane jest do glowicy nebulizatora przez
stozkowa dyszg po czym kontaktuje si¢ z ptynem leczniczym zasysanym do przestrzeni wokot
dyszy. Tuz po opuszczeniu dyszy nastgpuje raptowne rozprezenie powietrza, co generuje
wystapienie lokalnego podci$nienia (efekt Venturiego). W wyniku fragmentacji cieczy
powstaje polidyspersyjny aerozol pierwotny. Proces ten jest konsekwencja $cinania cieczy
prowadzacego do wytworzenia cienkich warstw, ktére sg niestabilne hydrodynamicznie
i rozpadajg si¢ na krople o zrdznicowanej wielkoSci. Krople te zostaja porwane przez
przeplywajacy gaz(/1191:202209) i trafiaja na wbudowang i umieszczona nad wlotem sprezonego

gazu wewnetrzng przegrode impakeyjng. Zderzajace si¢ z nig duze krople sa rozbijane o jej
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powierzchnie, w wyniku czego powstajag mniejsze krople, a czg$¢ cieczy Scieka na dno
pojemnika. Powstajacy aerozol wtérny ulega dalszej separacji w wyniku uderzen o $cianki
nebulizatora lub depozycji w ustniku. Wickszo$¢ cieczy jednak recyrkuluje tj. ulega
wielokrotnemu rozpraszaniu i zawracaniu do naczynia. W efekcie, z glowicy moze wydostac
si¢ tylko chmura o odpowiedniej ilosci drobnych kropel (acrozol wtorny), ktora przez ustnik

jest wprowadzana do jamy ustnej pacjenta(202:206-208),

USTNIK

’ T
o
®
e

PRZEGRODA
IMPAKCYINA

STRUMIEN
KROPEL

e ]
POWIETRZA
Rys. 6.1. Schemat budowy i zasady dzialania nebulizatoréw pneumatycznych®®
6.1.2.2.  Nebulizatory ultradzwiekowe
6.1.2.2.1. Klasyczne nebulizatory ultradzwiekowe

W celu eliminacji wad, ktore niesie za sobg atomizacja sprezonym powietrzem (m.in.
schtadzanie si¢ aerozolu oraz hatas wynikajacy z pracy sprezarki) na poczatku lat 50. XX w.
opracowano technike rozpraszania cieczy bazujaca na drganiach o wysokiej czgstotliwosci.
Zastosowane fale ultradzwigkowe stanowia lokalne zaburzenia cisnienia, ktore ulegaja
propagacji w osrodku ciektym. Rozprzestrzenianie si¢ fali, obserwowane jest w postaci
oscylacyjnego cyklu kompresji-ekspansji powierzchni miedzyfazowej ciecz-gaz. Nebulizatory
wykorzystujace ten mechanizm atomizacji nazwano nebulizatorami ultradzwigkowymi (UN,
Rys. 6.2.). Ze wzgledu na zasad¢ dziatania mozna wyr6zni¢ kilka rodzajéw mechanizmow:
najstarsze - wywotujace fale cisnieniowe (20 kHz - 10 MHz, Rys. 6.2.), stosujace
powierzchniowe fale akustyczne (rzgdu MHz-GHz Rys. 6.3.) oraz relatywnie nowe -
przettaczajace ciecz przez wibrujaca membrang (VMN - patrz podrozdziat 6.1.2.2,2)201:202.206)
We wszystkich typach urzadzen elementem roboczym jest krysztat piezoelektryczny
bedacy zZrédlem drgan. Zmienne pole elektryczne przyktadane jest do przetwornika

piezoelektrycznego przeksztalcajacego sygnal elektryczny na okresowe drgania mechaniczne.
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W klasycznych UN powstajg oscylacyjne zaburzenia cis$nienia (fale cisnienia), ktore po
dotarciu do powierzchni miedzyfazowej ciecz-gaz sa przeksztalcane na fale kapilarne®@),
Nastepuje destabilizacja powierzchni miedzyfazowej, czemu przeciwdzialaja naprezenia
stabilizujace (kapilarne). W krytycznym momencie drgan, fale kapilarne ulegajg dezintegracji
(teoria Wooda i Loomisa, 1927 r., poglebiona przez Soellnera, 1936 r.) poprzez powstawanie
wibrujacych pecherzykow kawitacyjnych, ktore odrywaja si¢ od fazy ciagtej. Prowadzi to do
fragmentacji osrodka cieczowego 1 powstania chmury aerozolowej porywanej przez przeptyw
powietrza (pochodzacego z dodatkowego zrodta)?®®. Takze, w tej konstrukcji wystepuje
przegroda impakcyjna, na ktorej duze krople ulegaja rozbiciu lub osadzeniu i w konsekwencji
zawroceniu do cieczy. Podczas procesu nebulizacji prowadzonej w urzadzeniach
ultradzwigkowych dochodzi do powolnego podgrzania cieczy, co powoduje, ze ten typ
nebulizatora nie jest odpowiedni do stosowania termolabilnych substancji. UN nie nadaje si¢

takze do atomizacji cieczy lepkich oraz zawiesin, gdzie moze dochodzi¢ do preferencyjnej

emisji cieczy w stosunku do emisji zawieszonych czastek®>201.210),
USTNIK

PRZEGRODA
IMPAKCYJNA

FALE

KAPILARNE

PLYN KRYSZTAL
LECZNICZY PIZOELEKTRYCZNY

Rys. 6.2. Schemat budowy i zasady dziatania klasycznych nebulizatoréw ultradzwiekowych®®
6.1.2.2.2. Nebulizatory siateczkowe

Wsrod technik stosowanych w aerozoloterapii rosngcym zainteresowaniem (od ok. 2010
r.) ciesza si¢ nebulizatory siateczkowe (konstrukcje pasywne i aktywne - Rys. 6.3.)@D,
Atomizacja cieczy zachodzi w wyniku drgan o czestotliwosci 100-200 kHz. W poréwnaniu z
nebulizatorami pneumatycznymi 1 klasycznymi ultradzwickowymi proces odbywa si¢ przy
licznych naprezeniach $cinajacych oraz bez recyrkulacji cieczy. Ze wzgledu na produkcje
aerozolu o zawezonym rozktadzie wielkosci kropel nie sg wymagane przegrody impakcyjne do

eliminacji wiekszych kropel. Ewentualna depozycja moze nastapi¢ jedynie w ustniku®'?,
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Plyn leczniczy _ o
Rys. 6.3. Zasada dzialania urzqdzen siateczkowych (A.) o konstrukcji aktywnej membrany i (B.) o
konstrukcji pasywnej membrany@?

Rys 6 4 Za’]qecza porow membmn przyktadowych nebulizatorow szateczkowych A- otwor od strony
komory nebulizatora; B — otwor od strony ustnika. Zdjecia wykonane przez dr inz. Michata
Wojasinskiego (WIChiP PW).

Kluczowym elementem jest perforowana membrana (siateczka) wykonana z materiatu
0 odpowiedniej wytrzymatosci oraz sprezystosci (metalowa lub polimerowa). Sztywno$é
siateczki jest istotnym aspektem, gdyz przeciwdziala pojawieniu si¢ oscylacji o rdznej
amplitudzie, co mogtoby skutkowaé¢ fluktuacjami wydajno$ci masowej procesu atomizacji.
Zwilzalno$¢ materiatu siateczki, rowniez jest istotnym parametrem. Membrana moze zawieraé
od kilkuset do kilku tysiecy rownomiernie roztozonych i precyzyjnie wykonanych otworow
0 jednakowej s$rednicy (Rys. 6.4. 3A), co teoretycznie zapewnia zblizony do
monodyspersyjnego rozktad wielkosci uwalnianych kropel. Wg teorii Rayleigha (1878 r.)
rozmiar kropli jest w przyblizeniu dwa razy wigkszy od rozmiaru otworu membrany. Otwory



wykonane metodg galwaniczng lub laserowa majg ksztatt stozkowy (Rys. 6.4 1A-3B), co
zapewnia przyspieszenie przeptywu oraz zmniejszenie strat pynu°%23,

Konstrukcja aktywna opiera si¢ na wykorzystaniu wibrujacej perforowanej membrany,
ktora wprawiana jest w oscylacje przez drgajacy z duza czestotliwoscig krysztat
piezoelektryczny umieszczony w bezposrednim sgsiedztwie membrany. Membrana stykajgca
si¢ z ptynem w tym przypadku ma konstrukcj¢ koputkowa, co utatwia porywanie ptynu. Jest to
proces bardzo efektywny, gdyz generowany aerozol jest emitowany z duzg wydajnoscia.
Z kolei pasywna konstrukcja opiera si¢ na oscylacyjnych wymuszeniach przeptywu cieczy
przez nieruchomg perforowang ptytke. Sitg napedowa jest tutaj roznica ci$nien generowana
przez przetwornik piezoelektryczny znajdujacy si¢ w pewnej odlegltosci od membrany
0 ptaskim ksztalcie i przekazujacy jej drgania za posrednictwem cieczy?*2219),

W fazie spoczynkowe] membrana jest praktycznie nieprzepuszczalna wzgledem plynu
znajdujacego si¢ w komorze. Natomiast w fazie aktywnej, siatka wygina si¢ w kierunku komory
zaciggajac ciecz 1 jednocze$nie przepychajac ja przez pory. Nastepnie, w fazie, w ktorej
membrana cofa si¢ gwaltownie w strong ustnika (drgania o cze¢stotliwosci 100 kHz) nastepuje
oderwanie fragmentow cieczy, ktore tworzg najkorzystniejszy pod wzgledem energetycznym
obiekt — kulistg krople“°D, W wyniku oscylacji liniowej membrany w osiach gora-dot lub
lewo-prawo dochodzi nie tylko do przepychania cieczy na zewnatrz komory, ale takze do
zaciggania powietrza, ktore w postaci pecherzykow przedostaje si¢ do cieczy, jednoczes$nie
indukujac jej cyrkulacje o niewielkiej intensywnosci (lokalnie w sgsiedztwie membrany moze

wystapi¢ intensywniejsze mieszanie) (Rys. 6.5).
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Nebulizator siateczkowy Diagnostic ProMesh
Rys. 6.5. Porownanie jakosciowe cyrkulacji cieczy w komorze nebulizacyjnej W wybranych
nebulizatorach siateczkowych (badania wiasne) — zielonozotte obszary pokazujq konwekcje
trasera.

6.2. Wplyw parametrow procesowych na jako$¢ emitowanego aerozolu

Czynniki determinujace wielko$¢ kropel wytwarzanych w nebulizatorach mozna podzieli¢
na dwie wspolistniejace grupy, tzn. grupe czynnikoéw zaleznych od osobniczych cech pacjenta
oraz czynnikow wynikajacych z przebiegu samego procesu nebulizacji. Osobnicze cechy
pacjenta dotycza m.in. sposobu uzytkowania i oddychania. Do drugiej grupy czynnikéw naleza:
charakterystyka cieczy rozpylanej (wtasciwosci fizykochemiczne: lepko$¢, gestosé, napigcie
powierzchniowe, przewodnos$¢ elektrolityczna), cisnienie i predko$¢ dostarczonego gazu
(dotyczy tylko JN), czestotliwos¢ drgan (dotyczy tylko UN i VMN), materiat tworzacy siatke
i wielko$¢ jej otworow (dotyczy tylko VMN), parametry powietrza rozcienczajgcego
(wilgotno$¢ 1 temperatura), konstrukcja oraz sposdb dzialania urzadzenia atomizujacego.
Czynniki te mozna zoptymalizowa¢ za pomoca narzedzi inzynierskich(724-216),

6.2.1. Wplyw konstrukcji urzqdzenia

Konstrukcja urzadzen medycznych atomizujacych ciecz wynika z przyjetego sposobu

rozpylania ptynu, jednak wiele parametrow zwigzanych z ich funkcjonowaniem mozna

przeanalizowa¢ w celu porownania nebulizatoréw oraz oceny uwalnianego aerozolu pod katem
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skuteczno$ci dostarczania farmaceutykéw do pluc. Jednym z nich jest predko$¢ i geometria
strumienia mgly leczniczej®*?). Cechy te w znacznym stopniu wptywaja na straty leku
podczas inhalacji. Zbyt duza predkos¢ zwigksza prawdopodobienstwo depozycji kropel juz
w ustniku, na maseczce lub w okolicach ust pacjenta (Rys. 6.6.). W Katedrze Inzynierii
Uktadoéw Rozproszonych Politechniki Warszawskiej prowadzono badania probujace okresli¢
zalezno$¢ pomiedzy predkoscia aerozolu a depozycia leku w uktadzie oddechowym ?18-220),
Istotna kwestia w tych rozwazaniach jest wptyw profilu predkosci na dynamik¢ zmian
(ewolucje) wielkosci kropel w chmurze aerozolowej. Badania potwierdzity, ze nebulizatory
pneumatyczne generujg strumien mgly o wiekszej szerokosci 1 predkosci niz te produkowane
przez nebulizatory z wibrujagcg membrang. Aerozol o stosunkowo niewielkiej predkosci ok.
0,5m/s w przypadku VMN rozszerza si¢ i zwalnia zaraz za wyjSciem z naczynia
nebulizacyjnego. Réznice w geometrii i predkosci chmury aerozolowej pomiedzy VMN oraz
IN przektadaja sie na mozliwosé pokonywania ustnika i penetracji ptuc®?®. Strumienie mgty
emitowanej z nebulizatoréw maja ksztalt stozkowy, a réznice pomiedzy predkosciami kropel
w obszarze zewngtrznym 1 wewngtrznym chmury sg obserwowane na podstawie
przekrojowych profili predkosci uzyskanych w pomiarach wykonanych za pomoca
dopplerowskiej anemometrii laserowej (LDA) (Rys. 6.7.). Wigksza predkos¢ kropel w czgséci
wewnetrznej moze sprzyjaé ich koalescencji®Y. W przypadku nebulizatorow
pneumatycznych, efekty te zaleza od predkoSci sprezonego powietrza oraz od stosunku
przeplywu cieczy do przeplywu gazu. Wzrost predkosci gazu, determinujacy nat¢zZenie
przeplywu obu ptyndéw, zmniejsza rozmiar kropel, tak samo jak spadek stosunku przeptywu
cieczy do gazu®®. W przypadku urzadzen zasilanych sprezonym powietrzem na zmiang
wielkosci kropel wplywa takze odparowanie. Ciecz jest rozpraszana powietrzem o matej
wilgotnosci, ktore ulega nawilzeniu (adiabatyczne odparowanie wody) skutkujagcemu spadkiem
temperatury aerozolu. Powstajaca mgta o temperaturze z zakresu 14-18C zostaje dodatkowo
zmieszana z wdychanym cieplejszym powietrzem rozcienczajagcym a nastgpnie wprowadzona
do organizmu, gdzie panuja warunki fizjologiczne (Rys. 6.8.)%%209)  Atutem atomizacji
sprezonym powietrzem jest znacznie wigksza, w poréwnaniu do nebulizacji przeprowadzanej
w VMN, masowa wydajnoéé¢ emisji’®). Przy wiekszej zawartosci kropel w aerozolu ich
rozmiary moga zosta¢ zachowane, ze wzgledu na mniej intensywne parowanie. Natomiast
aerozole cechujace si¢ znacznie mniejszym stezeniem sg bardziej podatne na zmiany rozktadu
wielkosci kropel przy zmieszaniu z gazem o matej wilgotnosci®??. Dodatkowo, znaczna
predkos¢ generowanego aerozolu wzmacnia efekt rozprzestrzeniania si¢ rozpylonej cieczy do

otoczenia oraz moze stanowi¢ zrddlo transmisji chorobotworczych drobnoustrojow
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pochodzacych z uktadu oddechowego pacjenta®®). Mozliwy przebieg transmisji aerozolu
leczniczego do otoczenia odbywajacy si¢ podczas wydechu zostat zaproponowany we
wspotautorskiej pracy®'® i przedstawiony na Rys. 6.8. (aerozol osadzony w ustniku majacym
kontakt ze $ling pacjenta, $Scieka do naczynia i jest ponownie rozpylony, czesciowo do

otoczenia).

Rys. 6.6. Bezwladnosciowa depozycja kropel w ustniku nebulizatora: (1) korpus nebulizatora, (2) ustnik,
(3) aerozol emitowany z ustnika, (4) odprowadzenie zdeponowanej cieczy do komory

nebulizatora, (5) strata cieczy na skutek wycieku na zewngtrz*9
(a)
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Rys. 6.7. Profile szybkosci kropel chmury aerozolowej wyemitowane przez (a) nebulizator pneumatyczny
(Pari LC SPRINT) oraz (b) siateczkowy (Intec Twister Mesh) (badania wtasne)?®
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Rys. 6.8. Przebieg dziatania nebulizatora pneumatycznego wyposazonego w zawory zwrotne (zastawki)
podczas cyklu oddechowego®?

Wszystkie medyczne urzadzenia nebulizujace prowadza do nawilzenia gazu. Natomiast
zmiany temperatury atomizowanego roztworu sa zalezne od konstrukcji urzadzenia.
W nebulizatorze ultradzwigkowym (Mist-O2-Gen) stwierdzono podgrzanie cieczy w wyniku
dostarczonej energii drgan (ultradzwigki). Do podobnych wnioskoéw doszli takze Steckel
i Eskandar®®, Badali oni na przykladzie nebulizatora pneumatycznego (Pari Boy)
I ultradzwiekowego (Multisonic) efekty rozpylania preparatu awiskuminy rozpuszczonej w soli
fizjologicznej. Zaobserwowano istotny spadek temperatury (o ok. 8'C) w przypadku JN oraz
znaczacy wzrost (o ok. 21'C) w przypadku UN. Wyniki te zostaly potwierdzone oraz
rozszerzone o badania nad VMN (AeroNeb Lab, MicroNeb oraz e-Flow Rapid) przez
Sosnowskiego i Zotadkowicz(??¥. Autorzy ci stwierdzili, ze podczas atomizacji z uzyciem
wybranych VMN dochodzi do jedynie nieznacznego wzrostu temperatury emitowanej cieczy,
CO powinno sprzyja¢ stabilnosci fizykochemicznej rozpraszanych farmaceutykow.

Kolejny czynnik, ktéry moze wptywaé na efektywnos$¢ depozycji wdychanych kropel
W plucach jest zwigzany ze sposobem uzytkowania nebulizatora, w tym jego orientacji
wzgledem jamy ustnej pacjenta. Analogicznie do wynikéw otrzymanych dla inhalatorow
proszkowych, w przypadku trzymania ustnika nebulizatora pod pewnym katem w stosunku do
ust moze dojs$¢ do skierowania strumienia mgly na jezyk i zauwazalnej depozycji leku w tej
czesci jamy ustnej lub na podniebieniu i tylnej $cianie gardta®?5-227),

Konstrukcja i sposob dziatania nebulizatora determinuje réwniez w pewnym stopniu
obszar jego zastosowania, tzn. przydatnos$¢ do rozpylania okre§lonych rodzajow lekow. Jak juz
wspomniano, podczas pracy nebulizatora ultradzwickowego dochodzi do podgrzania cieczy
atomizowanej, co stawia pod znakiem zapytania podawanie lekow termolabilnych tj.
zawierajacych biatka, enzymy oraz antybiotyki. Konstrukcja nebulizatoréw ultradzwigkowych

(klasycznych oraz siateczkowych) réwniez uniemozliwia stosowanie ptynéw o lepkosci
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znacznie wyzszej niz lepkos¢ wody. Nebulizatory siateczkowe mogg mie¢ ograniczone
zastosowanie w przypadku lekow zawiesinowych lub preparatow zawierajacych duze molekuty
jak np. hialuronian sodu ze wzgledu na ryzyko zatykania porow membrany. Z kolei, nebulizator
pneumatyczny moze okazaé si¢ nieodpowiedni w zastosowaniu do niektorych lekow,
mogacych ulec dezaktywacji na skutek naprezen S$cinajgcych wystepujacych (1) podczas
fragmentacji cieczy w dyszy dwuplynowe;j, (2) przy zderzeniu z przegrodg impakcyjna, lub (3)
w wyniku recyrkulacji atomizowanego ptynu(®2°0201:228)  Naprezenia $cinajace w przypadku
ptynéw nieniutonowskich mogg powodowa¢ wydtuzenie czasu przebywania cieczy w
naczyniu, czy tez zmienia¢ ich lepko$¢#28:229),

Warto$¢ objetosci rezydualnej (RV) tj. objetosci cieczy, ktora nie moze zostatac rozpylona,
zalezy gtéwnie od konstrukcji urzadzenia. Objetos¢ rezydualna zwykle miesci si¢ w zakresie
od 1 do 3 cm® (IN) lub do 0,5 cm® (VMN). W przypadku urzadzen pneumatycznych RV zalezy
od ksztattu naczynia i wysoko$ci dyszy oraz, w pewnym zakresie, od parametrow procesu
atomizacji. Stwierdzono, ze RV maleje wraz ze wzrostem strumienia objg¢toSciowego
sprezonego gazu oraz ros$nie gdy zmniejsza si¢ poczatkowa objetosé cieczy wprowadzonej do
pojemnika®®, RV mozna zminimalizowaé poprzez zastosowanie stozkowego ksztattu
naczynia (glowicy), zmniejszeniu powierzchni wewnetrznej nebulizatora oraz poprawe
zwilzalno$ci jego $cianek 14219,

W przypadku VMN, prowadzi si¢ badania nad wplywem materiatu tworzgcego membrang
w nebulizatorach siateczkowych na jako$¢ aerozolu®V. W tym celu testowano dwa
rozwiazania konstrukcyjne: membrang ze stali chromoniklowej oraz membrang ze stopu pallad-
nikiel. Zauwazono, ze w wyniku kontaktu metalowej powierzchni z roztworami elektrolitow
powstaje, zgodnie z teorig Gouya-Chapmana, podwodjna warstwa elektryczna, ktora jest zalezna
od stgzenia i rodzaju elektrolitu oraz wlasciwosci materialu membrany. Zbadano takze wptyw
wybranych pokry¢ membran m.in. glinem, miedzia, zlotem oraz polimerem ksylilenowym.
W tym przypadku najmniejsze krople uzyskano stosujac powtoke polimerows, co moze by¢
jednak powigzane takze ze zwezeniem $rednic otworéw membrany, ktorych wielko$¢ od strony
ustnika (przyktadowe na Rys. 6.4.) maja istotny wplyw na wielko$¢ uwalnianych kropel 19,

6.2.2. Wphw wiasciwosci fizykochemicznych cieczy

Oprocz konstrukeji urzadzenia atomizujacego, na wiasciwosci aerozolu wptywaja takze
cechy fizykochemiczne cieczy. Wydaje si¢ praktycznie niemozliwa analiza jednego z tych
czynnikbw bez uwzgledniania roli drugiego. Dlatego analiza wpltywu wlasciwosci
fizykochemicznych cieczy zostanie omowiona dla konkretnych typéw, a czasem modeli

nebulizatorow. W literaturze zwraca si¢ uwage na trzy wlasciwosci fizykochemiczne cieczy,
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mogace wptywac na jako$¢ aerozolu leczniczego: przewodno$¢ elektrolityczna, lepkos$¢ oraz
napigcie powierzchniowe. Wpltyw wymienionych parametréw trudno przewidzie¢, gdyz
rozklad wielkos$ci kropel uzyskiwany na wyjsciu z nebulizatora jest wynikiem dziatania wielu
czynnikéw. Kolejng trudno$¢ powoduje zmiennos¢ witasciwosci roztworu w trakcie pracy
urzadzenia m.in. w wyniku zat¢zenia na skutek odparowania rozpuszczalnika lub rozdziatu
(i nierbwnomiernej emisji) zawiesiny, a takze wspomnianych zmian temperatury cieczy
wynikajacej ze sposobu dziatania nebulizatora®%6:232),
Przewodnosé elektrolityczna

Wplyw obecnosci jonow elektrolitéw na jakos¢ aerozolu nalezy analizowa¢ dwutorowo.
Po pierwsze, zmiana przewodnosci elektrolitycznej na skutek obecnosci lekow oraz substancji
pomocniczych wptywa na wielkos$¢ kropel uwalnianych z nebulizatoréw. Niektore substancje
aktywne np. siarczan salbutamolu, kromoglikan sodowy, czy bromek ipratropiowy wystepuja
w postaci dysocjujacych soli. W ich przypadku zaobserwowano zmniejszenie wielkosci kropel
wraz ze wzrostem stezenia. Wyznaczona zalezno$¢ miata przebieg sigmoidalny@3233) Pg
drugie, dodatek mocnych elektrolitow wptywa na tadunek powierzchniowy pozostatych
sktadnikow formulacji leku, a przez to w konsekwencji zmianie ulegaja m.in. wartos$ci lepkosci
i napiecia powierzchniowego. W badaniach®®* poruszono problematyke zalezno$ci pomigdzy
jakosciag aerozoli uwalnianych z nebulizatorow siateczkowych (na przyktadzie Omron oraz
Aeroneb Pro) awlasciwosciami cieczy wynikajagcymi z obecnosci NaCl. Stwierdzono
zmniejszanie si¢ wielkos$ci kropel, a przez to wzrost udziatu frakcji kropel drobnych (FPF) wraz
ze wzrostem stgzenia mocnego elektrolitu. Jednocze$nie, wykazano, ze szeroko$¢ rozktadu
wielkosci kropel wzrastala wraz ze wzrostem stezenia chlorku sodu na czas nebulizacji i
wydajnos¢ emisji. Nie zauwazono wptywu wynikajgcego z obecnosci jonow soli. Ttumaczono
to wzrostem przewodnosci elektrolitycznej, prowadzacej do zmniejszenia adhezji roztworu na
elementach nebulizatora, w tym porach membrany, a jednoczes$nie do obnizania tadunku na
powierzchni kropel. Dzigki temu obecnos¢ NaCl zwigksza powtarzalno$¢ emisji i poprawia
parametry aerozolu®®2%)_ Prowadzac badania nad urzadzeniem AERX(236), cechujacym sie
podobna zasada dziatania, co VMN (uklad perforowanych dysz, atomizujacych ciecz),
potwierdzono podobna stabilizacje i poprawe wiasciwosci aerozolu inhalacyjnego dzigki NacCl.
Drugim wytlumaczeniem obserwowanych zaleznosci jest powigzanie ich wystgpowania
z gromadzeniem si¢ anionow chlorkowych przy powierzchni gaz-ciecz oraz kationéw
sodowych w glebi objetosci kropli. Zalezno$¢ taka zostata jednak zaobserwowana jedynie dla

bardzo stezonych roztworéw (6M NaCl)®?),
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Poprawe wiasciwosci emitowanego aerozolu w obecnosci jonow soli potwierdzono
W badaniach jakos$ci aerozolu uwalnianego z nebulizatoréw pneumatycznych i siateczkowych
(na przykladzie: Sidestream 1Aeroneb Pro) w =zaleznosci od zawartosci soli
halogenkowych®3®). Tutaj rowniez wykazano, ze wydajno$¢ emisji, udzial frakcji kropel
drobnych rosnie wraz ze wzrostem stezenia jonow. Stwierdzono silniejszy wplyw
przewodnosci elektrolitycznej na dzialanie nebulizatora VMN niz JN. W przypadku JN
powigzano t0 z wplywem jonow na napiecie powierzchniowe, ktore zmienia wielkosé kropel,
a w przypadku VMN - z powstaniem réznicy potencjatdéw elektrycznych indukowanej
w wyniku przeplywu cieczy przez perforowang membrane (pory). Wplyw na atomizacje
w VMN ma roznica potencjalow elektrycznych, wynikajaca z formowania si¢ podwojnej
warstwy elektrycznej przy membranie. Niskie stezenia jondw nie pozwalajg na utworzenie
warstwy tadunkéw wptywajacej na bezposredni kontakt cieczy z membrana. Fragmentacja
cieczy jest wigc w tym przypadku utrudniona, co sprzyja powstawaniu wiekszych kropel.
Dopiero przy wyzszych stezeniach jonéw nastepuje kompensacja roznicy potencjatéw na
powierzchni membrany, co skutkuje generacja mniejszych kropel. Aniony jodkowe
charakteryzowaly si¢ najwigkszym stezeniem na powierzchni migdzyfazowej ciecz-membrana,
a fluorki duzo mniejszym. W dostepnych Zrédtach przeanalizowano rowniez rdznice pomi¢dzy
elektrolitami mocnymi (NaCl) a stabymi (octan sodu) i ich wplyw na wielko$¢ kropel
uzyskiwanych w VMN (Aeroneb Pro i eFlow rapid). Spadek rozmiaréw kropel, wynikajacych

ze wzrostu przewodnosci byt wyrazniejszy w przypadku mocniejszego elektrolitu®®),

A ° 10N-aCI v NaSO, <« MgCl, » MgSO, B ° 1oN_aCl v NaSO, <« MgCl, » MgSO,
1 o -
8 - g ? o o ® g ?
p T © p N
E 64 g o E 6+ s
- 1 g‘ g = o "ﬁ,
] S8 89 ] S E = ==
2~ 2 -
0 t—rrrry—rrrwrrrTeTrrTT— 0~
10” 10° 10" 10° 10' LI | 1ot 10' 10’
stezenie elektrolitu / mMm stezenie elektrolitu / mval/

Rys. 6.9. Srednia srednica kropel (dy) aerozoli emitowanych przez nebulizator VMN eFlow® rapid przy
rozpylaniu wodnych roztworow NaCl, NazSOs, MgClz | MQ2SOs w funkcji ich stezenia (4) oraz
stezenia elektrolitu w przeliczeniu na wartosciowosci stechiometryczne (B)@V

W pracy®Y badano wptyw rodzaju elektrolitu na charakterystyke aerozolu uwalnianego z
nebulizatora siateczkowego (eFlow rapid). Potwierdzono wptyw elektrolitow na zmniejszenie
srednic kropel. Zalezno$¢ ta pokazuje, ze uzyskanie takiego samego obnizenia rozmiarOw

kropel wymaga zastosowania mniejszych stezen takich soli jak NaxSOa, MgClz czy Mg2SO4
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niz NaCl (Rys. 6.9). Autorzy podajac wyjasnienie uzyskanych wynikow podkreslili znaczenie
zjawiska koalescencji, ktore moze dodatkowo wptywaé na wielkos¢ kropel uwalnianych
z nebulizatora. Poniewaz stezenie i rozktad tadunku w populacji kropel aecrozolu majg znaczacy
wplyw na przebieg koalescencji, stad podwyzszona zawarto$¢ elektrolitu moze jej
przeciwdziata¢ (poprzez elektrostatyczne odpychanie)®®”). Praca Beck-Broichsittera®?
pokazata takze wplyw typu rozpuszczalnika (wodnego Ilub organicznego - N,N-
dimetyloformamidu) na przebieg procesu atomizacji w nebulizatorach siateczkowych.
Poréwnano przebieg zmian wielkos$ci kropli wraz ze wzrostem stezenia elektrolitu (chlorek
litu), ktory byt zastosowany jako dodatek do rozpylanych roztwordéw. Znacznie wigksze krople
uzyskano w przypadku rozpuszczalnika organicznego, a zmiany te wynikaty gtéwnie z réznic
w takich wlasciwosciach fizykochemicznych jak: lepko$¢ i napiecie powierzchniowe.
Lepkosé dynamiczna

W wielu przypadkach wzrost st¢zenia substancji rozpuszczonej powoduje wzrost lepkosci
dynamicznej, co sprawia, ze ro$nie energia potrzebna do fragmentacji cieczy. Skutkuje to
obnizeniem wydajnosci nebulizacji. Natomiast wptyw lepkosci na rozktad wielkos$ci kropel jest
zalezny od typu nebulizatora. Nalezy réwniez pamictaé, ze lepkos¢ dynamiczna jest cechg
zalezng od temperatury, ktora si¢ zmienia w rdzny sposob w trakcie przebiegu procesu
nebulizacji w nebulizatorach pneumatycznych i w nebulizatorach ultradzwigkowych,
Wplywajac tym samym na emisj¢ aerozolu.

W pracy®® na przyktadzie glicerolu i glikolu propylenowego stwierdzono, ze wraz ze
wzrostem lepkosci cieczy §rednica odpowiadajaca medianie masowego rozkladu emitowanych
kropel malata w przypadku testowanych nebulizatorow pneumatycznych (Pari LC, Sidestream
i Cirrus), a wzrastata przy uzyciu ultradzwickowych (Medix Electronic i Easimist). Z kolei
w pracy®®® zastosowano substancje modyfikujaca lepko$é, ale niezmieniajace napiecia
powierzchniowego — sacharozg. Zaobserwowano tutaj inng zaleznos$¢, co tlumaczono
konstrukcja urzadzenia. Nebulizatory pneumatyczne (Pari LC oraz Medix A II) ogolnie
cechowaly si¢ emisjg kropel mniejszych niz nebulizator ultradzwickowy, ale o wigkszym
stopniu polidyspersyjnosci. Srednice kropel generowanych w JN malaty wraz ze wzrostem
lepkosci. Ten efekt obserwowano az do wartosci lepkosci 6 cP (tj. ok. 6 mPas), po
przekroczeniu ktorej nastepowat wzrost srednic kropel. Natomiast w UN (Medix Electronic)
odnotowano wzrost rozmiarow uwalnianych kropel postgpujacy wraz ze wzrostem lepkosci
cieczy rozpylanej. Dla cieczy o lepkosci powyzej 6 cP nie mozna byto wyemitowac aerozolu.

Obserwowane w obu pracach tendencje nie znalazly potwierdzenia w badaniach®®3?,

Zauwazono tutaj, ze nebulizatory pneumatyczne generuja chmury aerozolowe o coraz
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wiekszych $rednicach kropel 1 wzrastajacej szerokosci rozktadu wraz ze wzrostem lepkosci
dynamicznej. Z kolei, nebulizatory ultradzwickowe w podobnych warunkach emitujg chmury
aerozolowe o coraz mniejszych $rednicach kropel. Badania nad wptywem wlasciwosci
reologicznych ptynéw niutonowskich (Rys. 6.10) i nieniutonowskich (ze szczegdlnym
uwzglednieniem cieczy dylatancyjnych) na emisje aerozolu w nebulizatorze ultradzwigkowym
kontynuowano w pracy®”). Réwniez w tym przypadku zauwazono silng zalezno$¢ pomiedzy
wlasciwo$ciami reologicznymi a wielko$cig emitowanych kropel.

Roztwory sacharozy stanowily réowniez model w badaniach®®, natomiast gliceryny
w pracy(56). W obydwu przypadkach analizowano wptyw lepkosci cieczy na proces atomizacji
prowadzony w nebulizatorach siateczkowych (Aeroneb Pro i eFlow rapid). Wykazano tutaj, ze
rozmiar kropel zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem lepkosci dynamicznej. Podobne wnioski nad
wptywem lepkosci na charakterystyke aerozolu uwalnianego z nebulizatorow VMN
przedstawiono w pracy®. W trakcie atomizacji wodnych roztworéw glicerolu badaniu
poddano nebulizatory o konstrukcji pasywnej, jak i aktywnej (odpowiednio: Omron MicroAir
NE-U22 i Aeroneb Pro). Rowniez w tym przypadku odnotowano wzrost udziatu frakcji kropel
drobnych wraz ze wzrostem lepkosci cieczy (Rys. 6.11b). Zauwazono réwniez, ze istnieje
graniczna warto$¢ lepkosci, po przekroczeniu ktorej urzadzenia nie rozpylaja cieczy.
Odnotowana w tym przypadku wartos$¢ jest nizsza niz ta okreslona przez McCalliona i Patela

w przypadku nebulizatoréw ultradzwigkowych®?,
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Rys. 6.10. Rozklady objetosciowe wielkosci kropel dla atomizacji wodnych roztworéw glicerol®
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Rys. 6.11 Zaleznosé (a) VMD (b) FPF od lepkosci roztworow wodnych glicerolu (0, 5, 10, 20 30% v/v)
aerozolu generowanego za pomocq nebulizatoréw OmronMicroAir NE-U22 i Aeroneb Pro@®*

Napigcie powierzchniowe

Obecnos$¢ w rozpylanej cieczy substancji wykazujacych aktywnos$¢ powierzchniowg jest
przyczyna obnizenia napig¢cia powierzchniowego definiowanego wzgledem czystej wody.
Molekuly surfaktantu gromadzg si¢ na granicy faz powietrze-rozpylana ciecz, a w przypadku
zawiesin, takze na granicy migdzyfazowej ciecz-ciato state (API). Po utworzeniu kropli sa one
obecne na jej powierzchni. Powyzej pewnego st¢zenia zwanego krytycznym stezeniem
micelizacji, gdy dochodzi do nasycenia powierzchni miedzyfazowej, nadmiar molekut zwigzku
powierzchniowo czynnego tworzy skupiska wewnatrz cieczy o charakterystycznej budowie
i orientacji czasteczek, zwane micelami®*V),

Napiecie powierzchniowe bedace miarg energii potrzebnej do zwigkszenia powierzchni
miedzyfazowe]j ciecz-gaz w procesie atomizacji, zalezy od temperatury. Jak stwierdzono
wczesniej, podczas atomizacji cieczy prowadzonej w nebulizatorach pneumatycznych
dochodzi do obnizenia temperatury, w przypadku nebulizatoréw ultradzwigkowych dochodzi
do jej podwyzszenia, a nebulizatory pracujace w oparciu 0 technologi¢ wibrujgcej membrany
powoduja tylko mate zmiany temperatury rozpylanej cieczy@®?®. Ewentualne zmiany
temperatury towarzyszace procesowi nebulizacji moga wigc, wplywac na wielkos$¢ napigcia
powierzchniowego. Innym waznym czynnikiem, ktory nalezy wziag¢ pod uwage, sa dynamiczne
warunki panujgce we wnetrzu komory nebulizatora, ktéore uniemozliwiaja uzyskanie
rownowagowych wartosci napigcia powierzchniowego cieczy zawierajacej zwigzek
powierzchniowo czynny. Stad, ocena bezposredniego wptywu napigcia powierzchniowego na
charakterystyke aerozolu jest trudna. Zwiagzek pomigdzy napigciem powierzchniowym
a wlasciwosciami  chmury aerozolowej byl analizowany m.in. w  pomiarach

z laurylosiarczanem sodu, Tweenem 20 i Tweenem 80 w nebulizatorach pneumatycznych (Pari
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LC, Sidestream 1 Cirrus) oraz ultradzwickowym (Medix Electronic) przez McCallion
i wsp.®#2), Badacze ci zauwazyli, ze krople emitowane z nebulizatora pneumatycznego Pari LC
sg tym wigksze, im nizszym napig¢ciem powierzchniowym cechuje si¢ ciecz rozpylana. Z Kolei,
w przypadku urzadzen Cirrus i Sidestream $rednice kropel poczatkowo rosly, a nastepnie
malaty ze wzrostem ¢. Najmniejszymi rozmiarami kropel cechowat si¢ aerozol wyemitowany
przez rozpylenie wody (najwicksze napigcie powierzchniowe). We wczesniejszej pracy zespot
McCallion i wsp.®® wykazal dominujaca role lepkosci nad napigciem powierzchniowym jako
czynnikéw wplywajacych na rozmiar emitowanych kropel.

Ocen¢ wptywu obnizonego napigcia powierzchniowego na wielko$¢ kropel uwalnianych

z atomizeréw ultradzwickowych przedstawili Rajan i Pandit®*®)

. Na przyktadzie uzycia
laurylosiarczanu sodu, pokazano ztozono$¢ zaleznos$ci napigcia powierzchniowego i lepkosci
jako czynnikoéw wplywajacych na efekt koncowy procesu atomizacji cieczy. Otrzymane wyniki
pokazaty, ze spadkowi napigcia powierzchniowego, az do osiggnigcia krytycznego st¢zenia
micelizacji towarzyszy zmniejszenie rozmiaré6w kropel, a po przekroczeniu wartosci tego
stezenia dominujaca wlasciwoscig determinujaca wielko$¢ kropel staje si¢ lepkos¢ dynamiczna.
Spadek lepkosci powodowat obnizenie wartosci $rednic kropel aerozolu. Analiz¢ zwigzku
pomiedzy napigciem powierzchniowym a wielkoscig kropel uwalnianych z nebulizatora
siateczkowego o konstrukcji pasywnej (Omron MicroAir) oraz aktywnej (Aeroneb Pro)
przeprowadzil takze zespdét Ghazanfariego®¥. W tym przypadku zauwazono wzrost
wydajnosci, a wigc 1 skrdcenie czasu nebulizacji, przy obnizonym napigciu powierzchniowym
w obecnosci etanolu niezaleznie od zasady dzialania nebulizatora (konstrukcji). Przy niskich
wartosciach lepkosci dynamicznej to sily napiecia powierzchniowego zaczynajg by¢
dominujgce dla we wzroScie wielkosci kropel, a tym samym wzrostu mediany rozktadu
objetosciowego oraz spadku udziatlu frakcji kropel drobnych. Wzrost wydajnosci nebulizacji
postepujacy wraz ze spadkiem warto$ci napigcia powierzchniowego zaobserwowano takze
w innych pracach np. Coatesa i wsp.?*4,

Wiasciwosci fizykochemiczne takie jak napigcie powierzchniowe i lepko$¢ dynamiczna
ulegaja zmianom podczas trwania procesu nebulizacji (ze wzgledu na zmiang temperatury
I stezenia roztworu czy zawiesiny). W konsekwencji, utrudnione jest okreslenie prostych
zaleznosci migdzy jedna wlasciwoscia a charakterystyka aerozolu bez uwzglednienia drugiej.
Generalnie wzrost warto$ci napigcia powierzchniowego i lepkosci dynamicznej zawsze
zwigksza zapotrzebowanie na energie, ktora prowadzi do rozpadu cieczy®*®. Zgodnie z teoria
atomizacji, wraz ze wzrostem napigcia powierzchniowego, lepkosci oraz przewodnosé

elektrolitycznej przewidywany jest wzrost srednic uwalnianych kropel. Natomiast, jak
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pokazano w tym podrozdziale oczekiwane tendencje nie sg spelnione w nebulizatorach
medycznych. Fakt ten moze wynikacé z tego, ze w przypadku nebulizatoréw, z wyjatkiem VMN,
nebulizator opuszcza aerozol wtorny.
Inne wlasciwosci cieczy rozpylanej

Analizujgc inne czynniki wptywajgce na cechy aerozolu, pochodzgace z wtasciwosci cieczy,
nalezy rozwazy¢ réwniez rozpuszczalno$¢ substancji leczniczej (API), a wigc roznice
pomiedzy procesami atomizacji roztworéw i zawiesin. W pracy®*® poréwnano przebieg
procesu atomizacji zawiesin biodegradowalnych nanoczgstek polimerowych w nebulizatorze
pneumatycznym (Pari LC Star) i urzadzeniach ultradzwigkowych (Pulmosonic i Omron Ul).
Analiza atomizacji ukladow zdyspergowanych, jak podkreslaja autorzy, jest ztozonym
procesem, ktory w poréwnaniu do rozpylania roztwordéw jest mniej wydajny i jednoczes$nie
ograniczony przez mala liczbe urzadzen, w ktérych mozna go przeprowadzi¢. Badacze nie
stwierdzili znacznego wptywu nanoczastek o matych $rednicach na rozmiary emitowanych
kropel, jednakze zaobserwowali wptyw sposobu dziatania nebulizatora pneumatycznego na
zmian¢ wlasciwosci cieczy rozpylanej. Podczas pracy urzadzenia doszio do czeSciowego
odparowania rozpuszczalnika, a nastgpnie do wzmozonej agregacji czastek. Z kolei, praca®?
koncentrowatla si¢ wokét analizy procesu atomizacji mikrosfer lateksowych przy uzyciu JN,
UN i VMN. Atomizacji poddano zawiesiny roznigce si¢ wielkoscig czastek zawieszonych.
Wydajnos¢ emisji zawiesin byta niezalezna od wielkosci mikrosfer w przypadku JN,
a w przypadku UN i VMN wzrastata wraz ze wzrostem $rednic czastek zawieszonych. Analiza
rozpylonej frakcji aerozolu ujawnila, ze w przypadku UN nie doszto do emisji mikrosfer,
aw VMN doszto ich deagregacji, a nastepnie samorzutnej agregacji.

6.2.3. Wplyw warunkéw otoczenia
Zanim krople z farmaceutykiem rozproszone w fazie gazowej dotra do ptuc pacjenta

podlegaja dziataniu czynnikéw zewnetrznych, zalezacych m.in. od temperatury oraz
wilgotno$ci powietrza otaczajacego, W ktorych wykonywana jest inhalacja. Aerozol
wytworzony w nebulizatorze kontaktuje si¢ z otoczeniem w ustniku, w momencie zaciggania
przez pacjenta dodatkowej porcji powietrza rozcienczajacego. Nastepnie, rozcienczony aerozol
jest wprowadzany do $srodowiska drog oddechowych, w ktorych panuje wyzsza temperatura
(fizjologiczna) i wilgotno$¢ odpowiadajgca warunkom nasycenia.

W zaleznosci od wartosci parametrow otoczenia, wielko$¢ kropel moze ulega¢ zmianie
w wyniku odparowania, kondensacji pary lub koalescencji przy kontakcie z powietrzem
zacigganym przy wdechu. Jak wspomniano wczeséniej, zewngtrzna warstwa okalajaca glowny

strumien aerozolu cechuje si¢ mniejsza predkoscia. Zaciggane powietrze z otoczenia kontaktuje
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si¢ ze strumieniem i zachodzi intensywna wymiana masy, co potwierdzono m.in. w analizie
matematycznej i modelowaniu komputerowym®822D) - Na skutek parowania dochodzi do
zmniejszenia rozmiarow $rednic kropel, co przeklada si¢ na zmniejszenie mediany
aerodynamicznego rozktadu masowego (MMAD) (patrz podrozdziat 6.3.4). Duze predkosci
powietrza rozcienczajacego wptywaja jednak takze na skrdcenie czasu przebywania aerozolu
w ustniku, co moze zmniejsza¢ mozliwos¢ spadku MMAD (krotki czas przelotu aerozolu
w ustniku powoduje tylko czgéciowe odparowanie kropli i zmniejszeniu ich $rednic).
W pewnych warunkach moze dojs¢ do catkowitego odparowania najdrobniejszych kropel, co
spowoduje wzrost MMAD®® (Tab. 6.1.). Po opuszczeniu ustnika krople sa wprowadzane do
uktadu oddechowego tj. srodowiska o podwyzszonej temperaturze i wilgotnosci®.

Rowniez Phipps i Gonda®”) badali wptyw warunkéw otoczenia na jako$é aerozolu.
Zauwazyli oni, ze rdéznica temperatur migdzy wyemitowanym aerozolem z nebulizatorow
pneumatycznych (Cadema i Up-Draft) a srodowiskiem przyczynia si¢ do wzrostu stezenia
farmaceutyku w kroplach mgly za co odpowiada odparowanie. Z kolei w nebulizatorze
ultradzwiekowym (Mist-O2-Gen) nie odnotowano widocznego wplywu roéznicy temperatur na
stezenie leku w wyemitowanej mgle. Najprawdopodobniej wynika to z faktu, ze aerozol
generowany w urzadzeniach ultradzwigkowych cechuje si¢ wigksza wydajnoscia i wigkszymi
rozmiarami kropel. Sprawia to, ze podczas kontaktu aerozolu z powietrzem rozcienczajgcym
odparowanie wody z kropel w malym stopniu wptywa na st¢zenie leku rozpraszanego.

Tab. 6.1. Zmiana srednicy kropli o poczgtkowej Srednicy 7 um na wylocie z ustnika nebulizatora przy
zadanym czasie przebywania aerozolu w ustniku®®

Wilgotno$¢ wzgledna powietrza rozcienczajacego
Temperatura powietrza rozcienczajacego (K) 0% | 20% | 40%
Srednica kropli (um
288 5,52 5,88 6,20
298 4,63 5,27 5,82
308 3,77 4,65 5,45

6.3. Wymagania dotyczace systemu lek-nebulizator

Ocena produktow inhalacyjnych jest waznym etapem zardwno podczas projektowania
nowych nebulizatoréw, rozwoju dotychczasowych konstrukcji, czy w procesie kontroli jakosci.
Ocenie podlegaja takie wielkosci jak: wydajnos¢ masowa emisji z nebulizatora, objetos¢
rezydualna oraz rozktad wielkosci kropel. Ma to na celu sprawdzenie poprawno$ci dziatania
systemu lek-nebulizator oraz powtarzalnosci dawki dostarczonej. Zasady oceny tych
parametrow oraz wlasciwosci aerozolu inhalacyjnego sg znormalizowane, a wytyczne zostaly

opublikowane w Farmakopei Europejskiej®*® oraz ujete w normie PN EN-13544-1.
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6.3.1. Wybrane aspekty oceny poprawnosci dziatania systemu lek-nebulizator

W zakresie badan nebulizatoréw normy przewiduja wykazanie analiz dotyczacych dawki
emitowanej (dawki dostarczonej), tzw. dawki wziewalnej oraz udziatu frakcji kropel drobnych.
W tym przypadku sformutowanie , dawka” odnosi si¢ do masy substancji aktywnej
zZ pominigciem substancji pomocniczych@®®. Ma to istotne konsekwencje w przypadku
ciektych dyspersji, gdzie podczas rozpylania moze dojs¢ do sytuacji, w ktorej mikroczastki API
nic beda obecne réwnomiernie w kazdej kropli rozpylanej mgly. Ze wzgledu na
polidyspersyjnos¢ aerozoli leczniczych oraz na $rednice czgstek API, w nebulizatorze moga
powstaé bardzo mate krople (submikronowe) pozbawione substancji aktywnej leku4?),

Kolejnym istotnym aspektem jest ograniczenie weryfikacji poprawnosci dziatania systemu
lek-nebulizator do badan rozpylania cieczy modelowych zawierajacych jedynie mocne
elektrolity tj. NaCl oraz NaF (wg normy I1SO)?®. Takie uproszczenie omija mozliwosé
sprawdzenia wplywu wlasciwosci fizykochemicznych na wydajno$¢ aerozolu i rozktad
wielkosci kropel emitowanych z urzadzenia medycznego. Jest to szczegélnie istotne
w przypadku farmaceutykow w postaci zawiesin czastek API, ktérych formulacja zawiera
zwigzki aktywne powierzchniowo.

Nastgpnym  zagadnieniem dotyczagcym systemu lek-nebulizator jest kwestia
farmaceutykow, ktére zostaly dopuszczone do uzytku na podstawie badania ich emisji
Z konkretnego typu nebulizatora. Dotyczy to gléwnie produktow farmaceutycznych, ktore sa
na rynku od minimum 15 lat. Jak wspomniano w podrozdziale 6.1.2.2, z poczatkiem XXI w.
na rynek zostaly wprowadzone nowe typy nebulizatorow m.in. nebulizatory z wibrujaca
membrang (pierwszy Omron w 1993 r.). Jeszcze 10 lat temu, nebulizatory pneumatyczne byty
nadal dominujgcymi na rynku sprzedazowym (ok. 73%). Stad dopuszczone do uzytku leki byty
rozwijane i badane z mysla o zastosowaniu w ukladzie z JN. Taka tendencja mogta wynikac
Z powolnego wzrostu udzialu urzadzen nowej generacji w sprzedazy oraz preferencji
uzytkownikéw. Obecnie, obserwuje si¢ ogromny wzrost popularnosci VMN wsrdd pacjentow.
Branza farmaceutyczna odpowiada na zmiany dotychczasowej tendencji, co wigze si¢ rowniez
ze zmianami preferencji w badaniach systemu farmaceutyk-nebulizator. Leki inhalacyjne do
nebulizacji, nad ktérych rozwojem obecnie tocza si¢ badania, sa przygotowywane takze do
stosowania z VMN, co potwierdza wzrost udziatlu rejestracji badan klinicznych
z nebulizatorami typu VMN®@. Jednakze leki juz dopuszczone do sprzedazy na podstawie
weryfikacji z JN, moga nie by¢ dostosowane do nowych urzadzen. Przykladowo budezonid
(obecny w sprzedazy z koncem lat 90-tych) zostal dopuszczony na podstawie badan z Pari-LC-

Jet Plus Nebulizer oraz z kompresorem Pari Master i wg zalecen FDA nalezy go stosowac
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jedynie z JN®Y, Kolejnym istotnym zagadnieniem dotyczacym zaréwno poprawnosci
dziatania systemu lek-nebulizator, jak i powtarzalnosci dawki dostarczonej jest powigzanie
danych otrzymanych z badan laboratoryjnych z efektami klinicznymi, tzw. poréwnanie in
vitro/in vivo (IVVC)®?D, W tym obszarze porusza sie stosowanie pewnych uproszczen przy
badaniach laboratoryjnych, co zostato szczegotowo wyjasnione w podrozdziale 6.3.3 w ocenie
dawki dostarczonej do ptluc. Uproszczenia wynikajace z kalkulacji zdeponowanej masy API
wynikaja z pomijania m.in. czynnikow zaleznych od pacjenta tj. sposobu uzytkowania
(oddychania) oraz réznic w morfologii phuc®*?.
6.3.2. Wymagania stawiane aerozolom terapeutycznym

Duza wage przyktada si¢ roéwniez do oceny powtarzalnosci dawki, co oznacza, ze (i)
podczas uzytkowania nebulizatora przy postepujacym zuzyciu sprzg¢tu zagwarantowane sg te
same parametry powstawania aerozolu oraz (ii) urzadzenia medyczne mig¢dzy sobg nie
wykazuja roznic (brak zmian pomiedzy partiami produktu)®*®). Weryfikacja tych parametrow
jest mozliwa dzigki przyjeciu okreslonych zatozen dotyczacych jako$ci aerozolu i tym samym
zastosowania kryteriow oceny parametréw chmury aerozolowej. Metodyka wyznaczania oraz
szersza definicja tych parametrow zostala opisana w podrozdziale 6.3.4.

Przyjeto, ze farmaceutyki podawane w formie aerozolu droga inhalacyjna powinny
cechowac si¢ wysoka homogenicznoscia, co oznacza, ze emitowane krople charakteryzuja si¢
ta sama wielkosScig, jednakowa zawarto$cia API 1 identycznymi wlasciwosciami
fizykochemicznymi®?. W zaleznosci od przeznaczenia terapii inhalacyjnej prowadzonej za
pomoca nebulizatoréw, farmaceutyk powinien deponowac si¢ w roéznych rejonach uktadu
oddechowego. Wigkszo$¢ terapii nebulizacyjnych dotyczy depozycji na powierzchni
obwodowych drog oddechowych, w tym obszaru pecherzykoéw plucnych. W tym przypadku
istotne jest, aby aerozol zawieral jak najwigcej obje¢tosciowo kropel o $rednicy ponizej 5 um

(maksymalizacja udzialu frakcji kropel drobnych)@30:23),

Jednakze, nebulizacja moze by¢
stosowana rowniez do leczenia zapalenia krtani. Wowczas krople leku powinny deponowac sig
w gornych drogach oddechowych, wiec aerozol powinien charakteryzowaé sie¢ wysokim
udziatem kropel o $rednicy 6-8 um®4. Nastepnym istotnym parametrem oceny nebulizatora
jest wydajnos¢ emisji aerozolu. Przyjmuje si¢, ze powinna ona by¢ stala w kolejnych
nebulizacjach, aby zachowaé jednorodno$¢ dostarczanej dawki API oraz mozliwie jak

najwigksza, aby maksymalnie skroci¢ czas trwania nebulizacji.

79



6.3.3.Techniki pomiarowe stosowane W ocenie jakosci aerozoli inhalacyjnych
emitowanych z nebulizatorow

Ta czg$¢ pracy zostanie po§wigcona analizie dedykowanych metod oceny wielkosci kropel
uwalnianych z nebulizatorow, a takze zatozen uproszczajacych, ktore rzutujg na przewidywang
dawke zdeponowang w plucach. Istnieje kilka technik pozwalajacych na okreslanie rozktadu
wielkosci kropel, przy czym do najczeSciej uzywanych zaliczaja si¢ te wykorzystujace sity
bezwladnosciowe (impaktory) oraz metody optyczne (dyfraktometr laserowy). W przypadku
nebulizatorow, do oceny wielkosci kropel wziewnych Farmakopea rekomenduje uzycie
jednostopniowego impaktora szklanego, wielopoziomowego impaktora cieczowego, impaktora
kaskadowego Andersena oraz siedmiostopniowego impaktora nowej generacji (NGI). Na
potrzeby niniejszej pracy zostang omowione tylko wybrane techniki. Dziatanie urzadzenia
kaskadowego opiera si¢ na wykorzystaniu réznic w bezwladno$ci czastek aerozolowych
(w przypadku nebulizacji: kropel), ktore mozna powiaza¢ z ich masg oraz rozmiarami. Aparat
ma budowe wielostopniows, przy czym jego konfiguracja moze by¢ zarowno pozioma, jak
I pionowa. Aerozol wprowadzany jest na kazdy stopien poprzez zespot otwordw, ktorych
liczba, jak i srednica (okreslajaca sumaryczny przekrdj) zmniejsza si¢ z kazdym kolejnym. Na
kazdym ze stopni nastgpuje gwattowna zmiana kierunku przeptywu i wydzielenie kropel
0 wystarczajacej bezwtadnos$ci na specjalnych ptytkach (impaktor Andersena) lub w kuwetach
(impaktor NGI). Mniejsze unoszg si¢ wraz ze strumieniem i optywaja plytki przedzielajgce
stopnie®?%®, Ze wzgledu na fakt, ze strumien wprowadzanego aerozolu ulega stopniowemu
przyspieszeniu podczas przeptywu przez otwory kolejnych pozioméw na kolejnych stopniach
wydzielane sg krople o coraz mniejszych rozmiarach. Analizg iloSciowa wydzielonych kropel
przeprowadza si¢ za pomocg chromatografii cieczowej po odmyciu stopni odmierzonymi
porcjami rozpuszczalnika.

Badania aerozolu przeprowadza si¢ w warunkach przeptywu ustalonego, przyjmujac
warto$¢ usredniong strumienia objetosciowego odpowiadajaca Sredniemu przeplywowi
oddechowemu osoby dorostej®*®). W rzeczywistym cyklu oddechowym obserwuije si¢ zmienny
przeplyw powietrza, charakteryzujacy si¢ w przyblizeniu sinusoidalnym przebiegiem. W
rzeczywisto$ci wiec zmienny charakter przeptywu ma znaczenie dla miejsca depozycji kropel.
Nawet odpowiednio mate krople zainhalowane pod koniec fazy wdechu moga nie osadzi¢ si¢
w plucach, ze wzgledu na mata glebokos¢ penetracji 1 krotki czas przebywania w ukladzie
oddechowym. Z drugiej strony, warunki nieustalone wptywaja na rozklad wielkosci kropel w
chmurze aerozolowej m.in. poprzez zmienne warunki odparowania®-">%)  Jak juz

wspomniano, wplywaja na to warunki otoczenia (wilgotno$¢ powietrza i temperatura) (patrz
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podrozdziat 6.2.3). Efekty te nie zostaly uwzglednione w standardowych metodach
pomiarowych aerozoli medycznych.

Wybierajac technike¢ pomiaru wielkosci kropel aerozolowych nalezy wziag¢ pod uwage
ograniczenia kazdej metody. Urzadzenia optyczne (dyfraktometry laserowe) umozliwiajg
przeprowadzenie szybkiego pomiaru dynamicznego w czasie i rejestracje kropel tuz na wyjsciu
z ustnika nebulizatora (podrozdzial 9.2.3)?"). Nalezy jednak pamictaé, ze ta technika nie
pozwala na wykrycie API, a jedynie na wyznaczenie $rednic kropel. W kontekscie lekow
W postaci homogenicznych roztworéw ma to pomijalne znaczenie, natomiast w przypadku
zawiesin lub nadmiernego odparowania cieczy, bedacego konsekwencja sposobu dziatania
nebulizatora, moze doj$¢ do btedu w obliczaniu dawki zdeponowanej. Z kolei impaktory
kaskadowe, przy uzyciu odpowiedniej techniki analitycznej, pozwalajg scharakteryzowac
aerozol leczniczy w funkcji $rednicy aerodynamicznej kropel z uwzglednieniem masy API.
Dlatego technika ta jest zalecana w Farmakopei Europejskiej. Zastosowanie impaktorow
w przypadku badania aerozoli, w ktorych fazg zdyspergowang tworzy ciecz moze jednak nadal
wigza¢ si¢ z bledami, wynikajacymi z odparowania rozpuszczalnika, higroskopijnosci, czy
zastosowania przeptywu ustalonego. W przypadku impaktorow czas przebywania w warunkach
narazajacych krople na odparowanie jest wydluzony, cO moze mie¢ szczegdlne znaczenie
w kontekécie analizy wielkosci kropel®2#),  Dodatkowo, jezeli wymuszone natgzenie
przeptywu przez impaktor jest wyzsze niz to generowane przez nebulizator, nastepuje
ekspozycja kropel na powietrze rozcienczajace o parametrach zaleznych od otoczenia.
W efekcie moze doprowadzi¢ to do spadku wielkosci kropel w wyniku ich odparowania
podczas przeptywu przez impaktor. W celu unikniecia tego zjawiska, schtadza si¢ impaktor do
5C lub stosuje impaktory dziatajace przy niewielkich natgzeniach przeptywu aerozolu®%-257),
Alternatywa jest zastosowanie optycznych metod wymiarowania, takich jak dopplerowska
interferometria fazowa lub dyfrakcja laserowa®®.

6.3.4.Kryteria ilosciowe oceny aerozolu leczniczego emitowanego z nebulizatoréow

Aerozole emitowane z nebulizatorow charakteryzuja si¢ polidyspersyjnoscia, co oznacza,
ze powstajace krople roznig sie miedzy soba wielkosciami?. Do oceny dyspersyjnosci mgiet
shuzg parametry, ktore bazuja na warto$ciach srednich obliczanych z funkcji rozktadu wielkos$ci
srednic kropel (Rys. 6.12). Przez funkcje rozktadu, okre$lang mianem gegstosci rozkladu
wielkosci kropel f(dd), nalezy rozumie¢ liczbg zliczen kropel cechujacych si¢ wybrang
wielkoscig d¢ w odniesieniu do rézniczkowej szerokosci zakresu rozmiarow, do ktérego
zaszeregowana jest dana kropla. Po scatkowaniu w granicach od 0 do $rednicy dn otrzymuje si¢

funkcje  rozktadu  skumulowanego (dystrybuante rozktadu) F(ddq), obrazujaca
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prawdopodobienstwo, ze zmienna dq wystepuje z prawdopodobienstwem mniejszym niz dana
wartos$é x@L29) W praktyce, w przypadku aerozoli inhalacyjnych, f(da) jest najczeiciej
przyblizana rozktadem logarytmiczno-normalnym.

Obie, funkcje f(dq) i F(dg) moga stanowi¢ rozktady liczbowe — przedstawione wzgledem
liczby zliczen lub zosta¢ obliczona wzgledem innych parametréw np. masy kropli mq — rozktady
masowe, czy objetosci kropli Vg — rozktady objetosciowe. W przypadku aerozoli leczniczych,
najczesciej stosuje si¢ rozklady masowe, gdyz w ten sposob tatwiej jest okresli¢ wartos¢ dawki
dostarczonej leku. W zwiazku z nieliniowg zalezno$cig objetosci, a przez to masy (Ma=pVa),
od dq (Ve=%sndds®), rozktady masowe charakteryzuja sic wickszym udziatem duzych
kropel?1230.253) Uzyskane rozklady wielkoéci mozna charakteryzowaé przez pewne usrednione
wartosci, ktore sg okre§lane mianem parametrow oceny jakosciowej i iloSciowej aerozolu
terapeutycznego@®?:

i. Pierwszym z nich jest $rednica aerodynamiczna czastki odpowiadajagca medianie
rozktadu masowego (MMAD) (w przyblizeniu réwna Dv(50) - medianie rozktadu
objetosciowego), odpowiadajaca srednicy, dla ktorej dystrybuanta wynosi 0,5 i dzieli
catkowita mase aerozolu na potowy (Rys. 6.12.). Stad MMAD nie reprezentuje wymiaru
konkretnej kropli, ale stuzy do opisu populacji wyemitowanych kropel@3253),

ii. Drugim istotnym parametrem wyszczegdlnionym m.in. w Farmakopei®® jest FPF —
udziat czastek drobnych. W przypadku nebulizacji, stuzy do okreslenia masy kropel
nalezagcych do frakcji wziewnej, czyli charakteryzujacej si¢ wielkoSciami
umozliwiajacymi depozycj¢ w dolnych drogach oddechowych (tj. ponizej 5 um).

iii. Do oceny polidyspersyjnosci ukladow aerozolowych stosuje si¢ geometryczne

odchylenie standardowe (GSD), definiowane jako zaleznos¢:

GSD = /% (6.4.
diso

oparta na wielkosciach $rednic aerodynamicznych (wielko$¢ umowna odnoszaca si¢ do
srednicy kuli majgcej w okreslonym osrodku gazowym taka samg predkos¢ opadania lub
taki sam wspotczynnik dyfuzji co badana czastka, przy czym przyjeto jej gestos¢ 1 glem?®)
odpowiadajacych wartosciom dystrybuanty odpowiednio 0,841 oraz 0,159. Parametr ten
mozna postrzega¢ jako miarg szerokosci rozktadu. Przyjmuje si¢, ze chmura aerozolowa
jest monodyspersyjna, gdy wartoéé GSD nie przekracza 1,22?%D. Drugim parametrem
statystycznym odzwierciedlajagcym rozpieto$¢ rozkiladu jest SPAN, definiowanym

zaleznoscia:
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SPAN = 2010 (6.5.)

dso
gdzie dgo, dso i dio sg to wartosci $rednic aerodynamicznych odpowiadajgcych
odpowiednim wartosciom dystrybuanty 0,9; 0,5 oraz 0,1¢%260),

Oprocz parametrow bezposrednio opartych na analizie rozktadéw wielkosci kropel
w chmurze aerozolowej, nebulizatory mozna charakteryzowa¢ innymi parametrami m.in.,
takimi jak: wydajno$¢ masowa emisji aerozolu, stabilno$¢ wlasciwosci aerozolowych, czy

warto$¢ objetosci rezydualnej (RV).
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Rys. 6.12. Przykiady funkcji: gestosci rozktadu wielkosci kropel f(dy) oraz dystrybuanty rozktadu
wielkosci kropel F(dy)
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7. Charakterystyka produktow leczniczych 1 wyrobéw medycznych

stosowanych w nebulizacji
7.1. Informacje podstawowe

Zgodnie z Prawem Farmaceutycznym wyr6znia si¢ dwa pojecia odnoszace si¢ do
preparatow rozpylanych w nebulizatorach tj. (i) produkty lecznicze (leki), ktore wedtug
definicji prawnej stanowig substancje lub polaczenie substancji przeznaczonych do leczenia
chorob u ludzi lub zapobiegania tym chorobom oraz (ii) wyroby medyczne, za ktére uznaje si¢
,narzedzia, przyrzqdy, urzqdzenia, oprogramowania, materialy lub inne artykuly, stosowane
samodzielnie lub w polgczeniu, (...), ktorych zasadnicze zamierzone dziatanie w ciele lub na
ciele ludzkim nie jest osiggane w wyniku zastosowania srodkow farmakologicznych,
immunologicznych lub metabolicznych, lecz ktorych dziatanie moze by¢ wspomagane takimi
srodkami”.  Przykladami wyrobow medycznych przeznaczonych do  atomizacji
w nebulizatorach sag Nebudose — roztwor inhalacyjny z hialuronianem sodu oraz Ectodose —
roztwor z ektoing do inhalacji.

Produkty lecznicze oraz wyroby medyczne przeznaczone do atomizacji w nebulizatorach
moga przybiera¢ posta¢ zarowno roztworow, jak i zawiesin. W kazdym z przypadkdéw, oprécz
szerokiego zakresu wymogow, ktorym podlegaja wszystkie substancje pomocnicze,
zwigzanych m.in. z bezpieczenstwem i zdrowiem pacjenta, z czystoscia sktadnikow, brakiem
interakcji z APl oraz z walorami organoleptycznymi, s3 one dodatkowo obarczone
dodatkowymi specyficznymi  obostrzeniami®®.  Produkty lecznicze podleja ocenie
jednorodnosci dawki (jednostek) 1 masy produktu, jednolitosci zawarto$ci oraz wiasciwosci
aerodynamicznych, opisanych w podrozdziale 6.3. Przyjmuje si¢, ze preparat leczniczy bez
wzgledu na posta¢ powinien cechowa¢ si¢ pH od 3 do 10, z tym, ze w przypadku
farmaceutykow o szybkim dziataniu najbardziej pozgdanym zakresem pH jest zakres od 7 do
7,5, ze wzgledu na przyspieszong szybko$¢ wchtaniania. Farmaceutyki sa zazwyczaj
przechowywane w jednorazowych opakowaniach (amputkach) Iub opakowaniach
wielorazowego uzytku, ktére rowniez podlegaja znormalizowanym restrykcjom. Kolejng
istotng cechg jest zachowanie izotonicznos$ci preparatu. Produkty hipotoniczne sg wchtaniane
szybciej 1 wykazuja dziatanie nawilzajace, z kolei hipertoniczne sprzyjaja odwodnieniu bton
sluzowych, ale ulegaja powolnej absorpcji.

W inhalacji stosowane sa czesto leki w postaci mieszanek (synergiczne) zawierajace
minimum dwie substancje aktywne. Ich dziatanie powinno by¢ skoordynowane i kompatybilnie

uzupetniane@®?,

84



7.2. Charakterystyka i podzial lekow uzywanych w nebulizacji

Wsrod produktow stosowanych w nebulizacji, ktorych przyktady zamieszczono w tabeli
7.1., mozna wyrozni¢ leki o lokalnym, jednotorowym dzialaniu oraz leki ztozone, ktérych
zadaniem jest synergiczne dziatanie®®. W przypadku lekéw o dziataniu lokalnym ich
pozadanym miejscem depozycji sg oskrzela oraz oskrzeliki, natomiast wsrod lekow o dziataniu
ogolnoustrojowym dazy si¢ do jak najwiekszej dawki zdeponowanej w obrebie pecherzykow
phucnych, gdzie moga przedostaé si¢ do krwioobiegu.

Kolejnym trendem obserwowanym na rynku farmaceutycznym jest obecnos$¢ lekow
innowacyjnych oraz generycznych. W realiach polskiego rynku farmaceutycznego juz od 2009
r. 85% rynku lekéw stanowig produkty odtwoércze®D. Leki odtworcze s3 to produkty, ktérych
formulacja bazuje na lekach referencyjnych przez co posiadajg m.in. tozsamag kompozycje
jakosciows i ilosciowa API, charakteryzuja si¢ niezmieniong formg (postacig leku), musza
cechowac si¢ biorownowaznos$cig potwierdzong badaniami tj. ten sam stopien i szybkos¢
wchtaniania oraz bezpieczenstwo (wg definicji Europejskiej Agencji Lekow!?%2). Jedyna
r6éznica pomigdzy lekami moze wynika¢ z zastosowania innych substancji pomocniczych lub
innych stezen tych substancji®-?%®). Bioroznowaznoéé mozna oceni¢ na podstawie (i) badan
skuteczno$ci klinicznej tzn. sprawdzajacych czy produkt wykazuje u pacjentow identyczny
mierzony efekt kliniczny, (ii) badan sprawdzajacych czy lek odtwoérczy posiada takg sama
farmakokinetyke, co referencyjny mierzony profilem stezenia API we krwi pacjenta oraz (iii)
badania in vitro uwalniania substancji leczniczej (farmakodynamiczne) w celu sprawdzenia czy
generyk charakteryzuje si¢ tozsamymi wtasciwosciami fizykochemicznymi, ktore przesadzaja
o uwalnianiu API?%?_ Typowym testem wymaganym do rejestracji nowego leku generycznego
sg badania identycznej farmakokinetyki (badania rOwnowazno$ci terapeutycznej), jednakze, ze
wzgledu na specyfike dzialania lekéw wziewnych (ich charakter miejscowy) testy te nie maja
zasadnosci ($ladowa absorpcja do krwioobiegu). W takim przypadku stosuje si¢ porownawcze
badania kliniczne 1/lub farmakodynamiczne, polegajace na zbadaniu wielkosci dawki API
i czasu, po ktorym substancja aktywna jest dostgpna w miejscu docelowym leczenia (wg
zalecenn FDA®®%),

Substancje pomocnicze, ktorych rolg opisano szerzej w podrozdziale 7.3, moga w istotny
sposob wptywa¢ na biodostepnos¢ API. Przykladowo, zwigzki aktywne powierzchniowo
zwiekszajg przepuszczalnos$¢ bton biologicznych, a to moze powodowac wystepowanie roznic
pomiedzy lekiem odtworczym i1 innowacyjnym. Weryfikacja ewentualnych roznic podlega

odpowiednim regulacjom. W przypadku aerozoloterapii, gdzie substancje pomocnicze moga
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zmienia¢ wlasciwosci fizykochemiczne formulacji 1 tym samym wptywac na jakos¢ aerozolu
(podrozdziat 6.2.2), weryfikacja tego aspektu wydaje si¢ by¢ szczegdlnie istotna.
Analiza sktadu przyktadowych lekow inhalacyjnych

Leki stosowane w nebulizacji (Tab. 7.1.) to typowe ptyny niutonowskie o lepkosci
zblizonej do lepkosci czystej wody 1 wystepujace w dwoch formach ciektych: roztwordw np.
Ventolin i Atrovent lub zawiesin przygotowanych do inhalacji np. Pulmicort oraz Flixotide.
Ogodlnie, roztwory do inhalacji zawieraja dobrze rozpuszczalne w $rodowisku wodnym
substancje aktywne oraz substancje pomocnicze, ktoére majg zapewni¢ wlasciwg izotonicznos¢
leku np. chlorek sodu oraz przedtuzony czas przechowywania (tj. wykazujace wiasciwos$ci
konserwujace) np. chlorek benzalkoniowy. Natomiast w przypadku ukladow dyspersyjnych
mamy do czynienia z APl w postaci trudno lub nierozpuszczalnej substancji w wodzie.
W zwiazku z tym, w samej formulacji obok substancji pomocniczych, ktoére s3 obecne
w roztworach lekéw, muszg si¢ znalez¢ takze takie, ktore beda przeciwdziata¢ agregacji czastek
API — najczesciej surfaktanty, przyktadowo Tween 80. Substancje pomocnicze wykazuja si¢
szeregiem cech fizykochemicznych, ktore zostaly poddane dalszej analizie w tej pracy

(podrozdziat 7.3), jako czynniki decydujace o wasciwosciach catej formulacji®4°2%9,
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7.3. Substancje pomocnicze w produktach inhalacyjnych podawanych
Z nebulizatorow

Substancje pomocnicze w lekach pehnig istotng rolg: od posredniczenia w procesie
produkcji produktu leczniczego, poprzez poprawe jego stabilnosci, jako no$nik API, a takze
role wspomagajaca dziatanie  farmakologiczne (m.in. poprawa biodostepnosci)
I kontrolowanego uwalniania substancji aktywnej w pozadanym miejscu depozycji. Wg
definicji zamieszczonej przez IPEC (z ang. International Pharmaceutical Excipients Council)
- mig¢dzynarodowg organizacje dziatajacag na rzecz jakoSci i bezpieczenstwa substancji
pomocniczych, substancje te okresla si¢ jako inne niz API, ktore zostaty zwerytfikowane pod
wzgledem bezpieczefistwa i celowo umieszczone w formulacji leku®®®. Naleza do nich
substancje reaktywne, ktére moga oddziatywac z API, wywotujac w ten sposob zaplanowane,
pozadane skutki lub maja dzialanie negatywne, ktore nalezy zweryfikowa¢ na poziomie
projektowania formulacji. Zastosowanie substancji pomocniczych jest regulowane wg
przepisow krajowych np. Farmakopea Polska oraz migdzynarodowych promowanych przez np.
Amerykanska Agencje Lekow i Zywnosci (z ang. Food and Drug Administration) czy
Europejska Agencje Lekéw (z ang. European Medicines Agency), a wprowadzenie do uzytku
nowej substancji rOwniez podlega regulacjom. Dobor sktadnikéw formulacji podyktowany jest
przez wiele kryteriow zwigzanych m.in. z bezpieczenstwem, norma natozong na jako$§¢
produktu np. zwigkszeniem stabilnosci API, regulacja szybkosci wchtaniania i uwalniania API,
czy uzyskaniem trwatej postaci leku oraz walorami estetycznymi(@67268),

Grupa substancji pomocniczych w lekach inhalacyjnych stosowanych w aerozoloterapii
jest bardzo liczna 1 nalezg do niej nie tylko substancje pochodzenia naturalnego np. dekstroza,
ale robwniez substancje syntetyczne np. Polisorbat 20, chlorek benzalkoniowy. Zastosowane
dodatki pelnig zrédznicowane role m.in. stabilizujagce formulacje Ilub API, regulujace,
konserwujace czy posrednicza w transporcie wewnatrz organizmu®®°279. W tabeli 7.2.
przedstawiono szereg funkcji na przykltadach substancji pomocniczych stosowanych
w produktach leczniczych podawanych w formie aerozolu do uktadu oddechowego. Substancje
pomocnicze stanowigc do 99% catkowitej masy produktu leczniczego® mogg szczegélnie
w przypadku lekow w postaci cieklej, wplywa¢ w istotny sposob na wlasciwosci
fizykochemiczne roztworow lub zawiesin. W przypadku nebulizacji i powstawania aerozolu
leczniczego zmiana tych wlasciwosci ma wplyw na efektywnos$¢ terapii, co zostato
szczegblowo opisane w podrozdziale 6.2.2. W tabeli 7.2. wskazano, ze wtlasciwosci
reologiczne, napigcie powierzchniowe oraz przewodnos¢ elektrolityczna jest modyfikowana,

jednakze nalezy odnotowac, ze zakres wplywu zalezy od uzytych stezen.
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*Zakres zmian wlasciwosci zalezy od zastosowanego

Stezenia.

**Stosowane w lekach donosowych
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7.4. Substancje pochodzenia naturalnego o potencjalnym zastosowaniu w nebulizacji

Jak wskazano w podrozdziale 7.3 zastosowanie w formulacji obejmujacej lek inhalacyjny
nowych substancji pomocniczych podlega regulacjom oraz wieloletnim badaniom m.in. na
modelach zwierzecych oraz klinicznym w celu oszacowania bezpieczenstwa uzycia substancji
np. biosurfaktantow®’?. Alternatywnym rozwiazaniem jest uzycie sprawdzonych i od dawna
wykorzystywanych w przemysle spozywczym czy kosmetycznym substancji np.
polisacharydow pochodzenia naturalnego i przebadanie ich pod katem mozliwego
zastosowania w aerozoloterapii. Zwigzki takie sg bardzo cze¢sto kwalifikowane jako generalnie
uznawane za bezpieczne: GRAS (z ang. generally recognised as safe). Droga ta rowniez
wymaga oceny toksycznosci, jednakze potencjalna aplikacyjno$¢ wspomnianej grupy
substancji jest obiecujaca.

Obecnie, w formulacjach leczniczych stosuje si¢ substancje wykazujace aktywnos$¢
powierzchniowa pochodzenia syntetycznego, ws$rdd nich znajduja sie zwiazki z grupy
polisorbatow (np. Tween 20 i Tween 80) czy chlorek benzalkoniowy. Substancje te zostaty
dopuszczone do zastosowan w produktach spozywczych i farmaceutycznych przez organy
odpowiedzialne tj. Agencja Zywienia i Lekow (FDA), Europejska Agencja Lekéw (EMA) oraz
IPEC (z ang. International Pharmaceutical Excipients Council), z uwzglednieniem zalecanych
stezen 1 dawek toksycznych. Pomimo rekomendacji wielu migedzynarodowych organizacji,
istnieje kilka watpliwosci odno$nie zastosowan tych substancji w lekach inhalacyjnych.
Toksycznos¢ substancji pomocniczych jest traktowana jako drugorzgdna sprawa w poréwnaniu
do bezpieczenstwa substancji aktywnej. Zauwazono, ze substancje dodatkowe w formulacji,
stanowigce czesto ponad 80% postaci leku, moga by¢ rzeczywistym zrdédtem wewngtrznej
niepozadanej reakcji organizmu®™V. Istnieje coraz wigcej doniesien o alergicznych odczynach
na skutek przyjecia syntetycznych zwigzkéw powierzchniowoczynnych®22"4) Z drugiej
strony wprowadzanie tych substancji droga wziewna taczy si¢ z potencjalnym oddziatywaniem
na plyny phlucne. Przebieg takich interakcji moze by¢ niekorzystny poprzez zmiang
fizykochemicznych wiasciwosci m.in. surfaktantu ptucnego. Obecnie, stosowanie substancji
pomocniczych opiera si¢ na historycznych danych, stad wciaz pozadanymi badaniami sg takie,
ktore dokonujg oceny interakcji i potencjalnej toksycznosci komponentow lekow@727),
Dlatego tez poszukuje si¢ wcigz potencjalnych zamiennikéw syntetycznych surfaktantow. W
ramach niniejszej pracy, na przyktadzie L-leucyny, escyny oraz lecytyny sojowej
zweryfikowano teze dotyczaca potencjalnego wykorzystania naturalnych zamiennikow

syntetycznych surfaktantow.
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7.4.1. Biosurfaktanty w roli potencjalnych stabilizatorow uktadow dyspersyjnych

Dzigki swoim wlasciwo$ciom modyfikujagcym napigcie powierzchniowe biosurfaktanty
jako potencjalne substancje pomocnicze, moga zastapi¢ obecnie uzywane emulgatory oraz
stabilizatory emulsji. Ich zadanie opieratoby si¢ na wytworzeniu w obecnosci zwigzku
aktywnego powierzchniowo uktadow dyspersyjnych umozliwiajgcych wprowadzenie jednej
lub kilku wzajemnie niemieszajacych si¢ lub reagujacych ze sobg substancji aktywnych.
Uktady takie sg stosowane w lekach wziewnych w postaci zawiesin sterydow: budezonidu lub
flutykazonu. Ogromng zaletg biosurfaktantow jest to, ze niewielki ilo§ciowo dodatek moze
wywolaé pozadany efekt i ustabilizowaé dyspersje substancji aktywnej®®. API w postaci
nierozpuszczalnych czastek maja tendencje do sedymentacji i adhezji do powierzchni
opakowania (ampulki). Uzycie biosurfaktantu, ktory charakteryzuje si¢ antyadhezyjnymi
wiasciwosciami, wynikajacymi z wilasciwosci powierzchniowo czynnych, jest obiecujacym
punktem na korzy$¢ zastosowania modyfikatorow pochodzenia naturalnego.

Istotne z punktu widzenia terapii oraz przechowywania produktu farmaceutycznego sa
naturalne wtasciwosci konserwujace biosurfaktantow — wykazuja one dziatanie bakteriobojcze,
przeciwwirusowe oraz antygrzybiczne. Biosurfaktanty lipopeptydowe np. surfaktyna lub
wiskozyna charakteryzuja si¢ cechami przeciwdrobnoustrojowymi o szerokim spektrum
dzialania, natomiast glikolipidowe tj. ramnolipidy czy soforolipidy wykazuja aktywno$¢
antywirusowa i  dodatkowo  przeciwnowotworowa®’®?™  Oprécz  wiasciwosci
konserwujacych, istotne sa ich wlasciwosci stabilizujace przy zmianach temperatury i pH.
Mozna réwniez przypuszczaé, ze ze wzgledu na naturalne pochodzenie tych zwigzkow sa one

lepiej tolerowane przez organizm, np. L-leucyna stanowi egzogenny aminokwas.

HO,

CH,

Rys. 7.1. Wzor poistrukturalny czgsteczki escyny

Escyna jest biosurfaktantem z grupy glikozydow o pochodzeniu roslinnym. Chemicznie
rozpatruje si¢ dwa rodzaje czasteczek escyny: a i 3, ktore r6znig si¢ m.in. temperaturg topnienia,

indeksem hemolitycznym 1 rozpuszczalno$cia w wodzie. Molekuty sktadajg si¢ z czeSci
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cukrowej, zbudowanej przez trzy czasteczki cukrow prostych i z niecukrowej tzw. aglikonowej
bedacej pochodng triterpenowa (Rys. 7.1.). Escyna stanowi mieszaning saponin otrzymywang
z wyciggu z nasion kasztanowca wykazujaca wlasciwosci powierzchniowo czynne.
Charakteryzuje si¢ silnym dziataniem antyoksydacyjnym, przeciwzapalnym i poprawiajgcym
funkcjonowanie zy18?,

O

0 CHs
N

0" 0-B-0_—N*-CHs
O+_0 O~ CHj
Y
R'
Rys. 7.2. Wzor potstrukturalny czgsteczki lecytyny sojowej
Lecytyna sojowa to mieszanina glicerofosfolipidéow oraz zwigzkow niefosfolipidowych
pozyskiwana ze zrodta roslinnego — nasion soi. Lecytyna to mieszanina zwigzkow tj.
sfingozylofosfolipidéw, triacylogliceroli, kwasoéw tluszczowych oraz glikolipidow
wykazujacych aktywnos¢ powierzchniowa (Rys. 7.2.). Stosowana jest w przemysle
spozywczym, kosmetycznym oraz farmaceutycznym jako stabilizator dyspersji, emulsji oraz
do generacji liposomow. Lecytyna roslinna, w poréwnaniu do tej pochodzenia zwierzgcego,
posiada wiecej nienasyconych kwasow thuszczowych, ma mniejszg zawarto$¢ choliny oraz nie
zawiera cholesterolu®b.
L-leucyna to niejonowy aminokwas alifatyczny, egzogenny i o rozgatezionym tancuchu
otrzymywany w wyniku hydrolizy biatek. Jest to zwigzek dobrze rozpuszczalny w wodzie,
wykazujacy wilasciwosci  powierzchniowoczynne. Wystepuje w  dwoch  postaciach

izomerycznych i obie znalazty zastosowanie w farmac;ji‘®®?),

O

HzC OH

CHs NH

Rys. 7.3. Wzor polstrukturalny czgsteczki L-leucyny

7.4.2. Polisacharydowe modyfikatory lepkosci

Koncepcja podawania do drog oddechowych za pomocg nebulizatorow lekéw
wzbogaconych o modyfikatory lepkosci cechujace si¢ specjalnymi wlasciwosciami jest
mozliwa o ile zastosowane rozwigzanie konstrukcyjne urzadzenia medycznego pozwalaja na
rozpraszanie roztworéw o wyzszej lepkosci. Zastosowanie odpowiedniej dawki modyfikatora
lepkosci moze by¢ korzystne z punktu widzenia pacjenta, ze wzgledu na optymalizacje przy

ich pomocy chmury aerozolowej oraz dodatkowe wlasciwo$ci m.in. nawilzanie czy
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mukoadhezyjno$¢. Fragmentacja cieczy w takim ukladzie wymaga zewngtrznego wkladu
energii, ktory umozliwi wytworzenie duzych naprezen $cinajacych. Warunki takie wystepuja
w nebulizatorach zasilanych sprezonym powietrzem('12%) S3 to zarazem urzadzenia wciaz
szeroko rozpowszechnione w szpitalach i w uzytku domowym, m.in. ze wzgledu na
niezawodna konstrukcje(%2%),

Rozwazajac potencjalne zastosowanie modyfikatoréw lepkosci jako substancji
pomocniczych, nalezy wzig¢ pod uwage mozliwo$¢ uzyskania plyndw o charakterze
nieniutonowskim, ktore charakteryzuja si¢ zmienna lepkoscig w zaleznosci od szybkosci
Scinania. Dotychczasowe badania wpltywu lepkosci na wielko$¢ kropel emitowanych
Z nebulizatorow dotyczyly ptynow niutonowskich, charakteryzujacych si¢ statg lepkoscia
niezaleznie od przylozonej szybkosci $cinania (podrozdziat 6.2.2). Wilasciwosci plynow
rozrzedzanych $cinaniem mogg mie¢ inny wpltyw na jako$¢ aerozolu niz ptyny niutonowskie,
dlatego opublikowane wczesniej wyniki badan mogg nie mie¢ zastosowania w tym przypadku.

W $wietle przedstawionych rozwazan biopolimery wydaja si¢ by¢ szczegdlnie interesujaca
grupa spelniajaca postawione wymagania. Biopolimery potencjalnie nadajace si¢ do
zastosowania w aerozoloterapii, poza pewnymi warunkami zwigzanymi z bezpieczenstwem
i toksycznoscig, powinny posiada¢ rowniez inne cechy m.in.wplywajace pozytywnie na
funkcjonowanie drég oddechowych czy tez umozliwiajace kontrolowanie miejsca depozycji
I wchianianie leku, co w konsekwencji powinno przetozy¢ si¢ na zwigkszenie skuteczno$ci
leczenia. Ciekawe przyktady mozna znalezé wsrdd polisacharydow szeroko stosowanych
W przemysle spozywczym. Z tych réwniez powodow czgscig tej pracy jest zbadanie mozliwosci
zastosowania wybranych zwigzkow z tej grupy, tj. naturalnych polisacharydow w roli
modyfikatorow lepkosci w formulacjach lekow przeznaczonych do leczenia wziewnego
Z uzyciem nebulizatorow. Narzedziem stuzacym do realizacji tego celu bedzie analiza
dynamiki procesu atomizacji w nebulizatorach pneumatycznych, a w szczegolnosci wptywu
wlasciwosci lepkosprezystych biopolimerdéw na ten proces.

Pierwszym z proponowanych zwigzkow, mogacych spetni¢ powyzsze zadanie jest agar
(AG). Jest to znany $rodek stabilizujacy, emulgujacy i zelujacy stosowanym w mikrobiologii,
medycynie i przemysle spozywczym. Zostat on wybrany do opisywanych badan ze wzglgdu na
swoj potencjat biologiczny, nietoksyczno$é i wasciwosci modyfikujace lepkosé@®®. Agar to
rozpuszczalny w wodzie (w wysokiej temperaturze) siarczanowany galaktan naturalnie
wystepujacy w roznych gatunkach wodorostow czerwonych oraz w $cianach komorkowych
ro$lin. Jest to termoodwracalny biopolimer sktadajacym si¢ z dwodch polisacharydow: molekut

agarozy (araganu) charakteryzujacej si¢ liniowa budowa tancucha i wlasciwosciami zelujacymi
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oraz zbudowane] z rozgat¢zionych tancuchow agaropektyn, ktora jest pozbawiona tych
wihasciwosci (Rys. 7.4)@%),

CH,OH

(0)} 0 —

o

[ OH

Agaroza
CH,0OH OH

Of o OH o

V @
O CH,080;
(¢]
B OH
Agaropektyna

Rys. 7.4. Wzor poltstrukturalny czgsteczki agaropektyny i agarozy

Kwas hialuronowy to nietoksyczny i nieimmunogenny naturalny polisacharyd
otrzymywany w wyniku biotechnologicznego procesu opierajacego si¢ na mikrobiologicznej
(prowadzonej przez bakterie) fermentacji. Stosowany jest zarowno w medycynie, farmacji jak
i przemysle kosmetycznym, zazwyczaj w postaci hialuronianu sodu (SH). Najczgstsze
zastosowania obejmuja wspomaganie gojenia ran (opatrunki z dodatkiem biopolimeru) czy
nawilzanie skory@®®). Liczne zalety SH m.in. wlasciwosci biokompatybilne, nawilzajace
i reologiczne sprawily, ze jest jedng z najczeSciej obecnie stosowanych biomakromolekut

w badaniach bioinzynieryjnych®@®".

Czasteczki tego liniowego biopolimeru (Rys. 7.5) sa
wszechobecne w tkankach biologicznych, w tym w tkankach cztowieka. Szeroki potencjat
zastosowan jest konsekwencja jego witasciwosci fizykochemicznych zwigzanych z budowa
chemiczng samej molekuly. Sklada si¢ ona z regularnie naprzemiennych jednostek
disacharydowych kwasu D-glukuronowego i N-acetylo-D-glukozaminy®@®®. Przyjmuje sie, ze
w warunkach fizjologicznych SH wystepuje w postaci nieuporzadkowanej struktury
charakteryzujacej sic pewna sztywnoscia®®®. Z kolei, na przestrzenng konformacje SH
przyjmowang w roztworze wodnym moze wplywac szereg czynnikéw, m.in. sita jonowa, pH
itp.?), Moze to mie¢ wplyw na podstawowe wiasciwosci fizykochemiczne roztworéw
biopolimerow, np. lepkos¢®@®Y,

Guma ksantanowa (XG), tak jak wcze$niej przedstawione biopolimery jest modyfikatorem
lepkosci pochodzenia naturalnego cechujacym si¢ potencjatem mukoadhezyjnym®@®?). Jest
powszechnie stosowana w przemysle spozywczym i farmaceutycznym. XG to pozakomorkowy
polisacharyd wydzielany przez mikroorganizm, a komercyjnie otrzymywany w procesie

biotechnologicznym opartym na fermentacji. Makromolekuty stanowig dtugotancuchowsg
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rozgaleziong struktur¢ zawierajgca cukrowe elementy budulcowe (Rys. 7.6.): D-glukozg, D-
mannoz¢ i kwas D-glukuronowy w stosunku czasteczkowym 3:3:2 oraz liczne trisacharydowe
tancuchy boczne. Do zalet XG nalezy zaliczy¢ duza rozpuszczalnosé w zimnej wodzie, szybkie
zwilzenie oraz pseudoplastyczno$¢ roztworow. Przedstawione wiasciwos$ci zalezg m.in. od sity
jonowej roztworu i temperatury. Wraz ze wzrostem temperatury dochodzi do przejscia
konformacyjnego struktury tancucha XG ze sztywnego, uporzadkowanego stanu do bardziej
elastycznego 1 nieuporzadkowanego. Makromolekuly XG charakteryzuja si¢ rowniez
synergicznym oddzialywaniem z galaktomannanami i glukomannanami oraz stabilnoscig
w szerokim zakresie pH (3-10). Wykazuja one dodatkowo odpornos$¢ na dziatanie enzymow

z grupy amylaz, proteaz i celulaz®®®.

Rys. 7.5. Wzor potstrukturalny czgsteczki kwasu hialuronowego
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Rys. 7.6. Wzor potstrukturalny czgsteczki gumy ksantanowej
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8. Metodyka badan - Materialy

8.1. Substancje modelowe
Modyfikatory przewodnosci roztworow

Dobor substancji modelowych odznaczajacych wlasciwosciami wptywajacymi na
przewodnos¢ elektrolityczng roztwordw opierat si¢ na analizie sktadow lekéw inhalacyjnych
stosowanych w nebulizacji, przeprowadzonym w podrozdziale 7.3. Do najpopularniejszych
substancji pomocniczych w lekach wykazujacych wlasciwosci modyfikujace ten parametr
naleza dobrze rozpuszczalne w wodzie sole: chlorku sodu (cz.d.a., Sigma-Aldrich, USA)
I cytrynian sodu (cz.d.a., P.P.H., Polska).
Modyfikatory napiecia powierzchniowego roztworow

Wybdr substancji modelowych wykazujacych si¢ aktywnos$cig powierzchniowa zostat
przeprowadzony na podstawie analizy sktadow zawiesin zawierajacych solubilizatory, a takze
pozostatych lekéw stosowanych w nebulizacji, ktorg przeprowadzono w podrozdziale 7.3.
W badaniach zastosowano substancje pomocnicze charakteryzujace si¢ zdolnoscig do
obnizania napigcia powierzchniowego oraz wykazujace dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie:
Tween 80 i chlorek benzalkoniowy (cz.d.a., Sigma-Aldrich, USA).
Modyfikatory lepkosci roztworow

W wyniku analizy sktadu lekéw inhalacyjnych, przeprowadzonej w podrozdziale 7.3,
zaobserwowano, ze formulacje nie zawierajga substancji, ktore w jednoznacznym stopniu
odpowiadaja za zmian¢ wlasciwosci reologicznych tych produktow. Na potrzebe tych badan,
zgodnie z tezg pracy, rozszerzono analiz¢ o substancje, ktore wystepuja w lekach inhalacyjnych
uzywanych m.in. w proszkach do inhalacji, czy atomizerach donosowych (podrozdziat 7.3,
Tab. 7.2.). Na tej podstawie wybrano substancje modelowe modyfikujace lepkos$¢ roztworéw
i charakteryzujace si¢ dobrg rozpuszczalno$cig w wodzie: gliceryna (ozn. GLY, cz.d.a., P.P.H.,
Polska) oraz glukoza (ozn. GLU, cz.d.a., POCH S.A., Polska).

8.2. Lekiinhalacyjne

W badaniach zastosowano rzeczywiste ciecze rozpylane za pomocg nebulizatoréw
medycznych, tj. leki inhalacyjne oraz inne preparaty medyczne. Stanowily one pule probek
referencyjnych izostaly wybrane na podstawie analizy postaci ich formulacji oraz
przewidywalnych cech fizykochemicznych (Tab. 7.1.). Zastosowanie gotowych produktow

leczniczych nie miato na celu ich poroéwnania, a jedynie zbadanie wystepujacych tendencji.
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Roztwory lekow

Dobér plynow do inhalacji w postaci roztworéw opieral si¢ na przeprowadzonej
w podrozdziale 7.2 analizie sktadéw lekoéw inhalacyjnych stosowanych w nebulizacji.
Zastosowano nastgpujace leki (w kolejnosci alfabetycznej): Atrovent (0,25 mg/ml, Boehringer
Ingelheim, Niemcy), Berodual ((0,5 mg + 0,25 mg)/ml, Boehringer Ingelheim, Niemcy),
Iprixon Neb ((0,5 mg + 2,5 mg)/2,5 ml, Adamed, Polska), Mucosolvan (7,5 mg/ml, Sanofi-
Aventis, Francja), Ventolin (2 mg/ml, GlaxoSmithKline, Wielka Brytania) i oznaczono je
losowo R1-R5.
Zawiesiny czgstek lekow

Wybdr ptynéw do inhalacji w postaci zawiesin zostal przeprowadzony na podstawie
przeprowadzonej w podrozdziale 7.2 analizy skladéw sterydowych lekow inhalacyjnych
stosowanych w nebulizacji oraz zarowno innowacyjnych, jak i generycznych. Przebadano
nastgpujace leki (wymienione alfabetycznie): Benodil (0,25mg/ml, Polpharma, Polska),
Budixon NEB (0,25 mg/ml, Adamed, Polska), Flixotide (1 mg/ml, GlaxoSmithKline, Wielka
Brytania), Flutixon NEB (250 pg/ml, Adamed, Polska), Nebbud (0,25 mg/ml, Teva
Pharmaceuticals, Izrael), Pulmicort (0,25 mg/ml, AstraZeneca, Szwecja) i 0znaczono je losowo
Z1-76.

8.3. Substancje pochodzenia naturalnego
Biosurfaktanty

W badaniach zastosowano roztwory wodne (w wodzie MilliQ — Merck Millipore, USA)
oraz roztwory soli fizjologicznej substancji aktywnych powierzchniowo: lecytyny sojowej
(ozn. Lec; Merck, USA), L-leucyny (ozn. Leu; Merck, USA) i escyny (ozn. Esc; Merck, USA).
Polisacharydowe modyfikatory lepkosci

Zbadano roztwory wodne (w wodzie MilliQ — Merck Millipore, USA) oraz roztwory soli
fizjologicznej polisacharydow: gumy ksantanowej (ozn. XG, Merck, USA), agaru (ozn. AG;
Merck, USA) i hialuronianu sodu (ozn. SH; Merck, USA). SH stanowi mieszaning 1:1
hialuronianu sodu o masie wigkszej niz 1 MDa i mniejszej niz 5 kDa.

8.4. Modelowy surfaktant plucny

Badania oddzialywan aerozolu zdeponowanego w drogach oddechowych na surfaktant
phucny zostaty przeprowadzone z uzyciem wybranych modeli surfaktantu ptucnego. Wybor ten
zostal oparty na doktadnej analizie ich sktadéw oraz kluczowych wilasciwosci w kontekscie
podobienstwa do naturalnego surfaktantu ptucnego, a takze przy uwzglednieniu specyfiki
wybranych metod pomiarowych (przeprowadzonej w podrozdziale 5.4.5). Dlatego tez,
zastosowano dwa modele: (i) lipidowy (LM) — DPPC:Cholesterol (8:2)(170) oraz (ii)
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wielosktadnikowy (MPS) na bazie preparatow leczniczych zawierajagcych mieszaning

fosfolipidow oraz biatek. Wykaz odczynnikow uzytych do przygotowania tych modeli

Zzamieszczono w tabeli 8.1.

Tab. 8.1. Wykaz odczynnikow uzytych podczas eksperymentow z modelem lipidowym oraz modelem
wielosktadnikowym (MPS)

Rodzaj modelu Odczynnik Rola w modelu Czysto$é Producent
Cholesterol frakcja lipidowa 94% Sigma-Aldrich, USA
o § DPPC frakcja lipidowa cz.d.a. Lipoid GmbH, Niemcy
aQ i
o= Chloroform rozpuszezalnik 99,0 — 99,4% Sigma—Aldrich, USA
So frakcji lipidowej
- - System oczyszczania wody
woda Milli-Q subfaza ultraczysta Direct-Q-3-R, Merck, USA
Rodzaj Nazwa - R .
modelu preparatu Stezenie fosfolipidow Typy bialek Producent
80 mg/ml 1% hydrofobowych, Chiesi
Curosurf®* (frakcja fosfolipidow z niskoczasteczkowych protein W1och7
% ptuc §wini) powierzchniowych SP-B i SP-C Y
= 0.7 mg/ml hydrofobowych .
35 mg/ml . ] ONY Biotech,
Infasurf®* (ckstrakt z phuc wolowych) niskoczasteczkowych protein USA
P y powierzchniowych SP-B i SP-C

*Informacje uzyskane na podstawie danych producenta zamieszczonych w ulotkach produktow

leczniczych
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9. Metodyka badawcza — Metody pomiarowe i obliczeniowe
9.1. Metodyka pomiarow wlasciwos$ci atomizowanych cieczy
9.1.1. Pomiary przewodnosci elektrolitycznej
Do charakterystyki analizowanych roztworow pod wzgledem przewodnos$ci
elektrolitycznej uzyto konduktometru z wbudowang kompensacja temperatury CPC — 411
(Elmetron, Polska). Badania przeprowadzono w temperaturze pokojowej z uzyciem roztworéw
substancji modelowych: chlorku sodu (NaCl) i cytrynianu sodu. Zakres uzytych stezen

zamieszczono w Tab. 9.1.

Tab. 9.1. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych pomiarom kondumetrycznym.

Substancje modelowe
Substancija Stezenie Substancja Stezenie
0, 0,
chlorek sodu 0,9% cytrynian sodu 0,9%
(NaCl) 5% (CS) 5%
10% 10%

9.1.2. Pomiary napiecia powierzchniowego
Charakterystyke napigcia powierzchniowego (o) wykonano z uzyciem tensjometru
kroplowego PAT-1M (Sinteface, Niemcy) metoda wiszacej kropli na podstawie pomiaru
réwnowagowego napig¢cia powierzchniowego (ge) wybranych roztworow, ktérych liste wraz ze
stosowanymi stezeniami zamieszczono w tabeli 9.2. Zasada dziatania opisywanego urzadzenia
pomiarowego opiera si¢ na wyznaczeniu napig¢cia powierzchniowego na podstawie obrysu

wiszacej kropli. Korelacje pomigdzy ksztaltem kropli a ¢ opisuje rownanie Gaussa — Laplace’a:

1 1
o (— + R—2> = APy + Apgighg (9.2)

Ry
w ktorym Ri2 oznaczaja promienie krzywizny, 4Po — rdznice cis$nien W stosunku do
plaszczyzny odniesienia, Apg - roznice gestosci pomi¢dzy faza gazowa iciekla, g to

przyspieszenie ziemskie, a hq to wysokos¢ kropli mierzonej od ptaszczyzny odniesienia®®?.
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Urzadzenie PAT-1M jest zaprojektowane do pomiaru dynamicznego napigcia

powierzchniowego metoda wiszacej kropli (przy statej powierzchni) lub metoda oscylujacej

kropli (sinusoidalne zmiany powierzchni — patrz podrozdziat 10.3.3). Uktad pomiarowy sktada

si¢ z elementow mechanicznych tj. systemu dozujacego odpowiadajacego jednoczesnie za

utrzymanie odpowiedniej wielkosSci kropli, ztozonego z: (i) metalowej kapilary o $rednicy 1

mm, (ii) rurek chromatograficznych doprowadzajacych ciecz (Rys. 9.1-1a) oraz (iii) pompki

ttokowej (strzykawkowej) (Rys. 9.1-1b); termostatowanej celi pomiarowej (Rys. 9.1-2);

czujnika temperatury (Rys. 9.1-3) oraz elementéw optycznych tj. kamery CCD z obiektywem,

(Rys. 9.1 —4). Pomiar ¢ przy statej powierzchni kropli prowadzono w 25°C, do momentu

osiggnigcia wartosci rtownowagowej (ok. 10 min).

Tab. 9.2. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych charakterystyce napiecia
powierzchniowego

Substancje modelowe

Substancja Stezenie* Substancija Stezenie*
woda ultraczysta X s6l fizjologiczna 0,9% (w/v)
0,001% (v/v) 0,001% (w/v)
Tween 80 0,01% (viv) BAC 0,01% (w/v)
0,1% (viv) 0,1% (wiv)
. 0,001% (v/v) 0,001% (wi/v)
T}_’i"z ?ETOZ?CZHS;I 0,01% (VAV) BAC + s6l fizjologiczna 0,01% (W/v)
0,1% (v/v) 0,1% (wW/v)
Leki inhalacyjne
Roztwory Zawiesiny
R1-R5 Z1-76
Biosurfaktant
Subst. Ozn. | Stezenie* Subst. Ozn. | Stezenie* Subst. Ozn. | Stezenie*
0,004375% 0,7% 0,025%
(wiv) (Whv) (Wiv)
0,00875% 0,9% 0,03%
Escyna Esc OE)VI%)% L-Leucyna LI;u (Wh) L:c%'%r;a Lec (W)
(wiv) 1,1% 0,05%
0,035% (w/v) (wWiv)
(wiv)
0,004375% 0,7% 0,025%
(wiv) (wiv) (wiv)
0,00875% L- 0,9% 0,03%
Escyna + s6l Esct (wiv) L-Leuc’:yna * Leu+ (wiv) ITecytyna’ Lect (wiv)
. . 0,9% sol sojowa + s0l | 0,9%
fizjologiczna NaCl 0,0175% fizjologiczna 0,9% fizjologiczna | NaCl
(Wiv) NaCl 1,1% 0,05%
0,035% (w/v) (wWiv)
(wWiv)

*Wartos$¢ stezenia surfaktantu.
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9.1.3. Pomiary wlasciwosci reologicznych

Wedhug zalecen Farmakopei Europejskiej do oceny wlasciwosci reologicznych stosuje sie:
wiskozymetr kapilarny w przypadku jedynie ptynéow niutonowskich oraz reometr rotacyjny
w przypadku ptynéw niutonowskich i nieniutonowskich®*®). Ze wzgledu na rodzaj wybranych
do badan roztworow i zawiesin zdecydowano si¢ na reometr rotacyjny MRC-102 (Anton Paar,
Austria). Pomiary wykonywano w termostatowanym uktadzie ptytka-plytka ze szczeling
pomiarowg 1 mm w 25°C.
Przygotowanie probek
dla
modyfikatorow lepkosci oraz wybranych lekow inhalacyjnych. W przypadku pozostatych

Badanic  wlasciwosci  reologicznych  przeprowadzono polisacharydowych
badanych rozcienczonych roztworéw wodnych przyjeto lepkos¢ jak dla wody. Uzyte stgzenia
zostaly zamieszczone w tabeli 9.3. Substancje modelowe i polisacharydowe modyfikatory
lepkosci zostaly rozpuszczone w wodzie ultraczystej, pochodzacej z systemu oczyszczania
wody Direct-Q-3R (Merck, USA). Przygotowanie roztworéw agaru wymagato uzycia tazni

wodnej w celu podwyzszenia temperatury (90-100°C) i poprawy warunkow rozpuszczania.

Tab. 9.3. Zestawienie roztworow i zawiesin poddanych charakterystyce reologiczne;.

Substancje modelowe
Substancja Stezenie Substancja Stezenie
. 28% (v/v) 30% (wiv)
G('gﬁg’;‘a 50% (V/v) %‘t&z)a 50% (W/v)
62% (V/V) 80% (w/v)
Leki inhalacyjne
Roztwory Zawiesiny
R1-R5 Z1-76
Polisacharydowe modyfikatory lepko$ci
Subst Ozn. St@ezfm Subst. Ozn. | Stezenie* Subst. Ozn. | Stezenie*
15 15
B g mg/ml mg/ml 8 0.8 mg/ml
o — c
=g= 2,0 3 2,0 S 3
3£ XG mg/ml < AG mg/ml =3 SH | 1.5 mg/ml
° g 3,0 3,0 T
2 : : T
mg/ml mg/ml 2,0 mg/ml
15 15
+ ) 1
© § mg/ml ) § AG+ | mg/ml s 3 % 0,8 mg/ml
s = O XG+ 2R 0 g » o | SH+
ES235 09% 2,0 t3 | 09% 2,0 212 |09%|15mgmi
O£ "3 Nacl mg/ml 55 NaCl mg/ml 23 | Nacl
& g 3,0 <'§ 3,0 I mg 2,0 mg/ml
=~ mg/ml mg/ml © Mg

*Warto$¢ stezenia biopolimeru
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Charakterystyka cieczy

Wyznaczano reologiczng charakterystyke ptynigcia tj. zmiany naprgzenia r W funkcji
szybkosci $cinania y. Pltyny niutonowskie cechuja si¢ stala, niezalezna od przytozonej sity
wartos$cig lepkosci dynamicznej (u=const), ktora mozna opisa¢ przy uzyciu prawa Newtona:

U= ; 9.2)
W plynach nieniutonowskich lepko$¢ zalezy od szybko$ci Scinania. W przeprowadzonych
badaniach do opisu tych ptynéw zastosowano model Ostwalda-de-Waale’a (model potegowy):
T = ky" (9.3.)
gdzie k stanowi wspotczynnik konsystencji, a n to wskaznik charakterystyczny ptynigcia.
Wartoéci n<1 charakteryzuja ptyny rozrzedzane $cinaniem, a z kolei n>1 cechuja ptyny
zageszczane $cinaniem (dylantacyjne)®®®. Warto$é n=1 oznacza ptyn niutonowski.
9.1.4. Pomiary stabilnosci zawiesin leczniczych

Pomiary stabilnosci zawiesin lekow Z1-Z6 wykonano metoda spektrofotometryczng
(GENESYS™ 10S UV-Vis, ThermoFisherScientific, USA — Rys. 9.2) przy dlugosci fali 1
z zakresu $wiatta widzialnego - 540 nm oraz w temperaturze 25°C. Przed przystgpieniem do
pomiaréw absorbancji wybrane zawiesiny lekow doktadnie zamieszano, a pomiar kazdej
z probek wykonano w 3 powtorzeniach. Zasada przeprowadzonych pomiarow wykorzystuje
charakterystyczne wiasciwosci optyczne uktadow koloidalnych, w tym fakt, ze w wyniku
oddzialywania z czasteczkami fazy rozproszonej, natezenie wigzki $wiatta zmniejsza si¢ na
skutek cze$ciowej absorpcji oraz rozproszenia promieniowania. Rejestracj¢ zmian absorbancji
(44bs), tj. wyrazanego w procentach stosunku absorbancji w danym punkcie pomiarowym do

absorbancji poczatkowej, prowadzono w czasie 2h.

Zawiesina lecznicza

Zrédlo 7rodio
Swiatla | - -| detektor swiatla |~ — -1 detektor

t=0 t>0

Rys. 9.2. Technika spektrofotometrycznego pomiaru stabilnosci mikrodyspersji leku inhalacyjnego®®

9.1.5. Pomiary morfologii i wielkosci czgstek substancji aktywnej
W celu oceny wtasciwosci czastek substancji aktywnej przeprowadzono charakterystyke
zawiesin wybranych lekéw inhalacyjnych Z1-Z6 pod wzgledem rozmiaru i morfologii samych
czastek fazy rozproszonej, jak 1 ogoélnej obserwacji jakosciowej probek. Zgodnie
z wymaganiami Farmakopei®*®), obserwacje optyczne, w tym mikroskopowe, sg stosowalne w

przypadku czastek wigkszych niz 1 pm i zalecane do czastek niesferycznych. W pracy
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przeprowadzono obserwacje z uzyciem skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) TM
— 1000 (HITACHI, Japonia) stosujac powigkszenia 5000x. Do analizy obrazow SEM
wykorzystano oprogramowanie ImageJ (otwarty dostep).
Przygotowanie probek

Czastki stale API zostaly wydzielone z zawiesiny przez kilkukrotne powtdrzenie
procedury: (i) wirowanie zawiesiny (3 min; 10000 obr/min), (ii) dekantacja cieczy klarownej
znad osadu i (iii) przeplukanie wodg ultraczysta osadu. W ten sposob otrzymany osad czastek
API zostal pozbawiony substancji pomocniczych, ktore ulegatyby krystalizacji, wptywajac na
wyniki obserwacji SEM. Probki do obserwacji przygotowano poprzez naniesienie na taSme
weglowa (Agar Scientific Ltd, Wielka Brytania), a nastepnie napylenie 25-nm warstewki ztota
w napylarce K550X (EMITECH, UK).
Charakterystyka mikroskopowa ksztaltu i wielkosci czgstek oraz ich zbioru

Charakterystyka niesferycznych czastek API, obok pomiaru ich wielkoS$ci, opiera si¢ takze
na opisie ich ksztattu, ocenie jednorodnosci I analizie ich skupienia. Ogdlnie, czastki uwazane
s3 za najmniejsze jednostki dyskretne, a ich ksztalt mozna okres$li¢ za pomoca
wyszczegolnionych w Farmakopei sformutowan m.in. (i) kolumnowe (z ang. columnar) —
dhugie i waskie, (ii) ptytkowe (z ang. plate) — ptaskie o podobnych wymiarach dtugosci
I szerokosci, (iii) izometyczne (z ang. equant) — posiadajagce podobne wymiary dlugosci,

szerokosci i grubo$ci, m.in. naleza do nich czastki sferyczne i szescienne®?.

&

‘
S

§rednica Fereta

najdluzsza pozioma

o,
o,
[2)
%
o o .
« linia w czastce

Rys. 9.3. Stosowane wymiary czgstek niesferycznych w przypadku analizy obrazow dwuwymiarowych,
na podstawie@*®
Analiza wymiaréw czastek jest zalezna od ich ksztattu: kuliste sa definiowane przez

srednice, a te o nieregularnym ksztalcie okreslane sg przez szereg wymiarow, pokazanych na

rysunku 9.3. W przypadku czastek niesferycznych kolejnym krokiem w obserwacji
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mikroskopowej jest opis ich wygladu poprzez stan krawedzi (wyrdzniamy: Kanciaste,
zaokraglone, gladkie, ostre lub tamane) oraz zidentyfikowanie defektow (np. okluzje lub
inkluzje). Charakterystyka powierzchni odbywa si¢ analogicznie, jak w przypadku czastek
kulistych i nalezy uwzgledni¢ w obserwacjach jej popgkania (z ang. cracked surface), ktore
moga by¢ cze$ciowe, stanowi¢ wyrwe lub szczeling; catkowitg gladko$¢ (z ang. smooth
surface) rozumiang jako brak nieregularno$ci, chropowatosci lub wystepow; wystgpowanie
porowatosci (z ang. porous surface); czy chropowatosci (z ang. rough surface) lub niewielkich
wgniecen (z ang. pitted surface). Przy ocenie czastek statych nalezy wzia¢ pod uwage, takze
oddziatywania wyst¢pujace pomiedzy nimi, uwzgledniajac tendencje do taczenia sig, na skutek
dziatan sit kohezji (m.in. oddzialywania van der Waalsa). Im wigkszy jest stopien rozdrobnienia
tym wystepujace oddziatywania sg coraz silniejsze (wynika to z kompensacji energii
powierzchniowej). Gradacje stopnia skupienia zgrupowan czastek mozna opisa¢ przy pomocy
nastepujacych okreslen m.in.: utozenie warstwowe (z ang. lamellar) - grupa czastek
pouktadanych pigtrowo na sobie, agregat (z ang. aggregate) — grupa przylegajacych elementow,
aglomerat (z ang. agglomerate) — zbior stopionych lub sklejonych czastek, czy konglomerat
(z ang. conglomerate), gdy zbior sktada si¢ z minimum dwéch rodzajow czastek248:29),
9.2. Charakterystyka emitowanego aerozolu

9.2.1. Dobor nebulizatorow

Dobor uzytych w badaniach nebulizatorow pneumatycznych zostal przeprowadzony
w taki sposob, aby wzia¢ pod uwage roznice konstrukcyjne glowicy rozpylajacej oraz
parametrow pracy. Natomiast wybor nebulizatoréw siateczkowych uwzglednial obok
parametrow wymienionych przy nebulizatorach pneumatycznych, material, z ktorego
wytworzono perforowang membrang oraz wyniki badan wstepnych, okreslajace wielkos¢
poréw membrany. Zestawienie analizowanych parametréw technicznych wybranych modeli
wraz z oznaczeniem stosowanym w niniejszej pracy zamieszczono w tabeli 9.4. Za pomoca
zdje¢ (Zatgcznik - Rys. 9.Z.1.a-9.Z.1.e) zobrazowano roznice konstrukcyjne poszczegdlnych
nebulizatorow. Na potrzebe przeprowadzonych badan nebulizatory pneumatyczne byly

zasilane sprezonym powietrzem przy uzyciu spr¢zarki Pari Boy SX (Pari GmbH, Germany).
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Tab. 9.4.: Zestawienie wybranych parametrow technicznych oraz oznaczen badanych nebulizatoréow”

Nebulizatory pneumatyczne

. . Pari Boy SX Diagnostic Nano
Model nebulizatora i nazwa producenta (Pari GmbH, Niemcy) (Diagnosis, Polska)
Oznaczenie W pracy JN-1 JN-2
Model glowicy rozpylajacej LC SPRINT Trio Jet
Wielkos¢ generowanych kropel MMD: 3,5 um MMAD: 3,08 um
(FPF: 68%) "
Szybko$¢ rozpylania 0,5 g/min 0,4 ml/min
Pojemno$¢ glowicy 2-8 ml 2-8 ml
Nebulizatory siateczkowe
Aerogen Solo
Model nebulizatora i (Aeroge_n Ltd., IntecTW|ster_Mesh Diagnostic Pro-Mesh
nazwa producenta Irlandia) ze (Intec Medical, (Diagnosis, Polska)
P sterownikiem Aerogen Polska) g ’
Pro-X
Oznaczenie w pracy VMN-1 VMN-2 VMN-3
membrana o $rednicy . .
Charakterystyka 5 mm wykonana z plastikowa plastikowa
- . perforowana perferowana
membrany palladu i zawierajgca
. membrana membrana
100 otworéw
e MMAD: 3,1 um _
Wielko$¢ generowanych impaktor kaskadowy MMAD: 4.8 um MMA]_). 3,8 um
kropel dyfrakcja laserowa
Andersena
Szybkos¢ rozpylania 0,38 ml/min 0,25 ml/min 0,25 ml/min
Pojemnos¢ glowicy 3-10 ml 2-12 ml 2-8 ml
Czestotliwos¢ drgan
membrany 128 kHz 100 kHz 113 kHz
> 0,1 ml przy 3 ml
Objetosc¢ rezydualna poczatkowego ok. 0,2 ml brak informacji
napehienia cieczy

*Informacje uzyskane na podstawie danych producenta zamieszczonych w instrukcjach

9.2.2. Pomiary w zakresie badan wydajnosci emisji aerozolu

Wydajno$¢ masowa emisji wybranych roztworow 1 zawiesin (doktadnag liste
przedstawiono w tabeli 9.5.) zbadano metoda grawimetryczng (wagowa). Przy pomiarach
zastosowano wszystkie rodzaje nebulizatoréw pneumatycznych: JN-1 i JN-2  oraz
siateczkowych: VMN-1, VMN-2 i VMN-3. Emisje aerozolu prowadzono przez ok. 4 minuty
(w przypadku lekow 3 minuty) przy takiej samej objetosci poczatkowej cieczy — 5 ml
(w przypadku lekéw rozpylano 2 ml — objetos¢ amputki). Pomiary chwilowej wydajnosci
wykonywano w 30 sekundowych (nebulizatory pneumatyczne) oraz 60-sekundowych
interwatach (nebulizatory membranowe). UsSrednione wyniki z calego procesu atomizacji

obrazowaty §rednig wydajno$¢ masowa emisji aerozolu.
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Tab. 9.5. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych badaniu wydajnosci masowej
Z uwzglednieniem zastosowanych nebulizatorow

Substancje modelowe
Probka kontrolna woda ultraczysta
Substancja Stezenie Substancja Stezenie Substancja Stezenie
0,9% 28% (VIV) 0,001%
chlorek sodu gliceryna Tween 80 (Vv)
5% 50% (v/v) 0,01% (v/v)
10% 62% (v/v) 0,1% (v/v)
0,9% 30% (Wiv) 0,001%
cytrynian sodu glukoza BAC (VIv)
5% 50% (w/v) 0,01% (v/v)
10% 80% (wi/v) 0,1% (v/v)
Leki inhalacyjne
Roztwory Zawiesiny
R1-R5 Z1-76
Biosurfaktanty
Substancja Oznaczenie Stezenie Substancja Oznaczenie Stezenie
00045755 0.9% ()
Escyna Esc L-Leucyna L-Leu
0,0175% % (Wiv)
(WA) 1,1% (
0,004375%
Escyna +s6l | Esc+0,9% (Wiv) L-Leucyna+ | L-Leu+09% | 9% (WN)
fizjolog. NaCl 0,0175% sol fizjolog. NaCl 1,1% (Wiv)
(wWiv)
Polisacharydowe modyfikatory lepkosci
Subst Ozn. Stezenie* Subst. | Ozn. | Stezenie* | Subst. | Ozn. Stezenie*
» 0,8 mg/mi 0,8 mg/ml - 0,8 mg/mi
< § 1,5 mg/ml . 1,5 mg/ml g S 1,5 mg/ml
5 S XG 2,0 mg/ml 2 AG | 20mgml| 58 | SH 2,0 mg/ml
© % 3,0 mg/mi 2
X 2.0 mg/mi 30mg/ml| T 3,0 mg/ml
5‘ >
z 0,8 mg/ml = . 0,8 mg/ml E &b 0,8 mg/ml
s o Q| XG+ 2 2 | AG+ c S | SH+
EZ3|09% | 15mgm +3 |o09% [15mgml| €5 |09% | 1,5mgml
O § S | NaCl | 2,0 mg/ml gng NaCl [ 20mgml | S | Nacl [ 2,0 mg/ml
;‘g 28 mg;x: 3,0 mg/ml % + 3,0 mg/mi

*Warto$¢ stgzenia odnosi si¢ do warto$ci stezenia surfaktantu/polisacharydu
9.2.3. Pomiary rozktadu wielkosci kropel w chmurze aerozolowej
Sposrod wszystkich metod wyrdéznionych w podrozdziale 6.3.3 i po uwzglednieniu
ograniczen tych technik pomiarowych zdecydowano si¢ na wybor dyfrakeji laserowej jako
metody badawczej do pomiaru rozktadu wielkos$ci kropel w chmurze aerozolowej. Aerozolowy
dyfraktometr laserowy Spraytec (Rys. 9.4, Malvern Panalytical, Wielka Brytania) umozliwia

pomiar in situ wielkosci kropel aerozolowych w trzech konfiguracjach: otwartej (z ang. open
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bench), ktorg stosowano badaniach opisanych w tej pracy, z celg inhalacyjng oraz z celg do
pomiarow cieklych dyspersji. W wyniku pomiaré6w prowadzonych z uzyciem opisanego
instrumentu  pomiarowego otrzymuje si¢ objetosciowy rozktad wielkosci kropel
0 maksymalnym zakresie wielkosci czastek aerozolowych 0,1-900 pum. Doktadny opis

aparatury oraz podstawy teoretyczne jej dziatania zamieszczono w zataczniku (Z.9.1).

Rys. 9.4. Dyfrakcyjny spektrometr aerozolowy Spraytec (po lewej) [Zrédlo: Strona producenta]. Uklad
pomiarowy uwalnianego aerozolu inhalacyjnego (po prawej).

Opis konfiguracji urzgdzenia pomiarowego oraz przebieg prowadzonych badan

Otwarty uktad systemu Spraytec, ktory zostat zastosowany do realizacji celow badawczych
w zakresie niniejszej pracy umozliwia prowadzenie pomiardw W przestrzeni pomiarowej
zawarte] pomi¢dzy dwoma modulami optycznymi: zrodlem wigzki skolimowane;j
i detektorami. Opisywana konfiguracja sprawdza si¢ w przypadku badan aerozoli o wysokim
stezeniu objetosciowym kropel lub czgstek 0 niezerowej predkosci. Z tego tez wzgledu, uktad
ten jest odpowiedni do badan nebulizatorow pneumatycznych JN-1, JN-2 oraz membranowych
VMN-1, VMN-2 czy VMN-3. Ustnik nebulizatora umieszczano, prostopadle do wiazki
laserowej i w odleglosci ok. 5 cm od niej (Rys. 9.4). Specjalnie zaprojektowana procedura tzw.
SOP umozliwiata prowadzenie pomiaru przez 30 s z okresem probkowania co 1 s.

Podobnie ja w badaniach wydajnos$ci emisji, emisje acrozolu z nebulizatorow prowadzono
przy takiej samej objetosci poczatkowej cieczy — 5 ml (w przypadku lekow rozpylano 2 ml —
objetos¢ amputki). Dokladng liste atomizowanych pltynow wraz z uwzglednieniem
zastosowanych nebulizatoréw przedstawiono w tabeli 9.6. Otrzymane w wyniku pomiaréw
chwilowe dane rozktadu byly nastepnie usredniane w catym czasie trwania pomiaru (30 s).
Usrednienia te pozwalaja na wyliczenie kryteriow oceny jako$ciowej i ilosciowej omdéwionych
szerzej w podrozdziale 6.3.4. W niniejszych badaniach porownywano srednice odpowiadajaca
medianie rozktadu objetosciowego (Dv50) (ze wzgledu na gestos¢ cieczy zblizong do wody
mozna przyjacé, ze jest to wartos¢ porownywalna do MMAD); geometryczne odchylenie
standardowe (GSD) i udziat frakcji inhalowalnej (respirabilnej) tj. kropel drobnych -
mniejszych niz 5 pm (% V<5Sum).
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Tab. 9.6. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych badaniu rozktadow wielkosci kropel
z uwzglednieniem zastosowanych nebulizatorow

Substancje modelowe

Probka kontrolna

Woda ultraczysta

Substancja Stezenie Substancja Stezenie Substancja | Stezenie*
0
0,9% 28% (wi) | T 80 0’((\’/%)/"
chlorek sodu 5% gliceryna 50% (v/v) | Tween 80 + | 0,01% (v/v)
10% 62% (v/v) sol fizjolog. | 0,1% (v/Vv)
0
0,9% 30% (whv) | BACIb | *00%
. , (VIv)
cytrynian sodu 50 glukoza 50% (Wiv) B‘_A‘_C + 561 0,01% (VAV)
10% 80% (W/v) fizjolog. =5 705 (wivy
Leki inhalacyjne
Roztwory Zawiesiny
R1-R5 Z1-76
Biosurfaktanty
Subst. Ozn. Stezenie* Subst. | Ozn. St@ieme Subst. Ozn. | Stezenie*
0,004375% 0,7% 0,025%
© (wW/v) § (Wiv) s (wWiv)
S Esc 0,00875% 5 L- 0,9% E % Lec 0,03%
& (w/v) o Leu (wiv) o) (Wiv)
0,0175% (wiv) | 1,1% - 0,05%
0,035% (w/v) (wW/iv) (wWiv)
_ 0,004375% N 0,7% _ 0,025%
2 (W/iv) c @ | L- (wiv) s 2 (wiv)
+8 | Bt on0er% | 55 |Leuwt | 09% | S+ 8| LS [T 00%
S 0,9% ’ SK ’ >~ sSo | 0,9% ’
S (w/v) 3= | 0,9% (wiv) SRR~ (wv)
o= NaCl 0 = — 0 8 2¢ | NaCl o
2 0,0175% (wiv) | = % | NaCl | 1,1% 5 0,05%
0,035% (w/v) (wWiv) (wWiv)
Polisacharydowe modyfikatory lepko$ci
Subst Ozn. | Stezenie* Subst. Ozn. | Stezenie* Subst. Ozn. | Stezenie*
» 0,8 mg/mi 0,8 mg/ml - 0,8 mg/ml
< § 1,5 mg/ml . 1,5 mg/ml % S 1,5 mg/ml
S S XG | 2,0 mg/ml 2 AG | 2,0 mg/ml 53 SH | 2,0 mg/ml
© g 3,0 mg/mi =i
R ; T
4.0 mg/mi 3,0 mg/ml 3,0 mg/ml
+
o = . ST .
g % % XG+ 0,8 mg/mi +8 S AG+ 0,8 mg/ml g % S5 | SH+ 0,8 mg/ml
3 8.5 | 09% 1 5 mg/ml 52 09% M 5mgml| 5 = 2 0,9% 1 5 mg/ml
s 5 ,0 mg/mi < 20mg/ml | £ & 2,0 mg/ml
< 3,0 mg/ml 3,0 mg/ml 3,0 mg/ml

*Wartos¢ stezenia odnosi si¢ do wartosci stezenia surfaktantu/polisacharydu

9.2.4. Pomiary dynamiki procesu atomizacji

9.2.4.1. Pomiary zmian wielkosci kropel w trakcie trwania procesu atomizacji

Badanie stabilno$ci chmury aerozolowej emitowanej z wybranych nebulizatoréw

pneumatycznych JN-1 i
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zawierajacych modyfikatory wtasciwosci fizykochemicznych pochodzenia naturalnego oraz

zawiesin lekéw (doktadng liste uzytych plynéw zamieszczono w tabeli — Tab. 9.7.)

przeprowadzono z uzyciem aerozolowego dyfraktrometru laserowego Spraytec. Pomiar zmian

wielko$ci mediany $rednicy objetosciowej (Dv50) oraz udziat frakcji inhalowalnej (%V<S pum)

zostal przeprowadzony przy analogicznych ustawieniach do opisanych w podrozdziale 9.2.3

I przy zastosowaniu tej samej procedury SOP. Emisje¢ aerozolu leczniczego z nebulizatorow

prowadzono przez 3 minuty przy takiej samej objetosci poczatkowej cieczy tj. 5 ml

(w przypadku lekéw rozpylano 2 ml — objeto$¢ ampuiki).

Tab. 9.7. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych badaniu stabilnosci rozktadow
wielkosci kropel chmury aerozolowej z uwzglednieniem zastosowanych nebulizatorow

Substancje modelowe
Probka kontrolna Woda ultraczysta
Substancja Stezenie Substancja Stezenie
0,9% (w/v) 50% (w/v)
NaCl 5% (Wiv) glukoza 80% (WiV)
0,01% (v/v) 0,01% (v/v)
Tween 80 0,1% (VAV) BAC 0,1% (VAV)
Leki inhalacyjne
Roztwory Zawiesiny
R4 Z1,23i275
Biosurfaktanty
Substancja Oznaczenie Stezenie Substancija Oznaczenie Stezenie
0,0175% (w/v) 0,9% (w/v)
Escyna Esc 0,035% (Wiv) L-Leucyna L-Leu 1.1% (Wiv)
Polisacharydowe modyfikatory lepko$ci
Subst Ozn. Stezenie Subst. Ozn. Stezenie Subst. | Ozn. | Stezenie
0,8
g 0,8 mg/mi 1,5 mg/ml c mg/ml
s 2 1,5 mg/ml = < 5 15
Es | X6 — S AG | 20mgml | €8 | sH ’
o = 2,0 mg/ml < - mJ =3 mg/ml
L 3,0 mg/ml T 2,0
4,0 mg/ml 3,0 mg/ml mg/ml
0,8
+ 0,8 mg/mi 1,5 mg/ml c ’
OD 1 — 1 —
s S 2 | XG+ 2o | AGH £5 g| sh [0
£ 8 o 1,5 mg/ml + 9 S+ 2 15
S g8 0,9% 50 ma/ml = O, 0,9% 2,0 mg/ml S 55| 09% ma/ml
O 2 | Nacl =~ 2& | Nacl 5 g 8| Nacl [0
e = 3,0 mg/ml 3,0mg/ml | * ’
mg/mi

*Wartos$¢ stezenia odnosi si¢ do wartosci stezenia polisacharydu.
9.2.4.2. Badanie zmian wfasciwosci reologicznych cieczy poddanej procesowi

atomizacji w wybranych nebulizatorach

Badanie chmury aerozolowej emitowanej z wybranych nebulizatorow JN-1 i JN-2

przeprowadzono podczas rozpylania roztworéw zawierajacych modyfikatory lepkosci
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pochodzenia naturalnego (peing liste uzytych roztworow zamieszczono w tabeli Tab. 9.8.).
Badanie wlasciwosci reologicznych przeprowadzono za pomocg reometru rotacyjnego MCR-
102 dla cieczy pozostatej w komorze nebulizatora w wybranych punktach czasowych: przed
atomizacjg — 0s, po 30s, po 60s i po 4-minutach procesu. Kazdorazowo w komorze nebulizatora
umieszczano 5 ml cieczy a nastepnie przeprowadzono proces atomizacji w 3 powtorzeniach.
Badanie wtasciwosci reologicznych przeprowadzono zgodnie z procedurg przedstawiong
w podrozdziale 9.1.3 a nastgpnie, zgodnie z rownaniem 9.3., obliczono parametry reologiczne
prawa potggowego. Na podstawie wyznaczonych warto$ci wspotczynnika konsystencji k oraz
wskaznika charakterystycznego plynigecia n, otrzymano warto$ci wzglednej zmiany tych
parametréw reologicznych. Catkowity spadek lub wzrost warto$ci k albo n zostal wyznaczony
jako stosunek wyliczonych wielkos$ci w 4 minucie do wartosci poczatkowej przed atomizacja.

Tab. 9.8. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych badaniu stabilnosci rozktadow
wielkosci kropel chmury aerozolowej z uwzglednieniem zastosowanych nebulizatorow

Polisacharydowe modyfikatory lepkosci
Substancja Oznaczenie Stezenie Substancja Oznaczenie Stezenie
Guma 1,5 mg/ml 1,5 mg/ml
ksantanowa XG 2,0 mg/ml Agar AG 2,0 mg/ml
3,0 mg/mi 3,0 mg/ml
9.2.4.3. Pomiary wplywu procesu atomizacji na zmiany wilasciwosci

fizykochemiczne cieczy

Pomiary wplywu procesu atomizacji na temperature cieczy rozpylanej

Badania zmian temperatury cieklych prekursorow aerozoli podczas nebulizacji
przeprowadzono z uzyciem elektronicznego czujnika temperatury (Elmetron, Polska) dla
cieczy modelowych, lekow oraz roztworow modyfikatorow napigcia powierzchniowego
i lepkosci (petna listg uzytych roztworow i zawiesin zamieszczono w tabeli Tab.9.9.) z uzyciem
nebulizatorow JN-1, JN-2 oraz VMN-3. Kazdorazowo w komorze nebulizatora umieszczano 5
ml cieczy, a nast¢pnie przeprowadzono proces atomizacji w 3 powtorzeniach. Nastepnie
mierzono temperature cieczy w glowicy nebulizatora w 30-sekundowych odstgpach w czasie 4

minut, a potem wyliczano AT jako stosunek temperatury w danym punkcie pomiarowym do

temperatury poczatkowej, wyrazony W procentach.
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Tab. 9.9. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych badaniu zmian termodynamicznych
cieczy rozpylanej podczas trwania procesu atomizacji z uwzglednieniem zastosowanych
nebulizatorow

Substancje modelowe
Substancja Stezenie Substancja Stezenie
0,9% (w/v) 50% (w/v)
NaCl 5% (W/v) glukoza 80% (W/v)
0,01% (v/v) 0,01% (v/v)
Tween 80 0.1% (VIV) BAC 0.1% (VIV)
Leki inhalacyjne
Roztwory Zawiesiny
R4 Z1,723125
Biosurfaktanty
Substancja Oznaczenie Stezenie Substancja Oznaczenie Stezenie
0,0175% 0
Escyna Esc (whv) L-Leucyna L-Leu 0,9% (wiv)
0,035% (w/v) 1,1% (w/v)
Polisacharydowe modyfikatory lepkosci
Substancja Oznaczenie Stezenie Substancja Oznaczenie Stezenie
Guma 2 mg/ml 2 mg/ml
ksantanowa XG 3 mg/ml Agar AG 3 mg/mi

Pomiary wplywu procesu atomizacji zawiesin na rozpad agregatow czgstek API
Ocene zmian w strukturze agregatow czastek lekoéw tworzacych faz¢ rozproszong
w zawiesinach przeznaczonych do inhalacji przeprowadzono, stosujac dwie techniki:
a) spektrofotometryczng (spektrofotometr GENESYS™ 10S UV-Vis;
ThermoFisherScientific) przy dlugosci fali 540 nm w 25°C;
b) obserwacje mikroskopowa z uzyciem skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM)
TM — 1000 (HITACHI, Japonia) i przy zastosowaniu powigkszenia zdje¢ 2500x
I 5000x, a nastgpnie analizy zdj¢¢ przy pomocy oprogramowania Imagel.
A. Metoda spektrofotometryczna — przygotowanie probek i analiza danych
Procedura pomiarowa byta analogiczna do metodyki pomiarowej opisanej w podrozdziale
9.14. Zawiesiny Z1 i VMN-3,

RV cieczy w komorze

Z2 poddano atomizacji przy uzyciu VMN-2 i

ktora kontynuowano do osiaggnigcia objetosci rezydualnej
nebulizacyjnej. W kazdym z przypadkéw poddano analizie spektrofotometrycznej po trzy
probki w trzech powtoérzeniach: (i) proba kontrolna — zawiesina przed atomizacja, (ii)
skolekcjonowany aerozol (aerozol rozpylano w zamknigtym naczyniu, w ktorym ulegat
wykropleniu na $ciankach) (iii) lek pozostaty w komorze nebulizatora po osiagnigciu objetosci
rezydualnej. Zebrane probki (ii) i (iii) oraz proba kontrolna zostaly doktadnie wymieszane tuz

przed umieszczeniem w spektrofotometrze. Rejestracj¢ zmian absorbancji 4 Abs, tj. stosunek

absorbancji do absorbancji poczatkowej wyrazonej w procentach, prowadzono przez 2h.
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B. Obserwacje mikroskopowe — przygotowanie probek i analiza danych
Procedur¢ pomiarowa oraz analize¢ danych przeprowadzono w sposob analogiczny do
metodyki pomiarowej przedstawionej w podrozdziale 9.1.5. Zawiesiny lekéw inhalacyjnych
Z1-74 poddano atomizacji za pomocg nebulizatorow VMN-1 i VMN-2 az do osiggni¢cia
objetosci rezydualnej RV w komorze nebulizacyjnej. W kazdym przypadku mierzono po dwie
probki w trzech powtorzeniach: (i) proba kontrolna — zawiesina przed atomizacja, (ii)
skolekcjonowany aerozol (wykroplony po rozpyleniu). Nastepnie, czastki stale API zostaty
wydzielone z cieczy oraz przygotowane do obserwacji pod mikroskopem SEM wg procedury
opisanej w podrozdziale 9.1.5.
9.2.4.4. Pomiary objetosci rezydualnej wybranych nebulizatorow w warunkach
nebulizacji  roztworow i zawiesin o roznych wilasciwosciach
fizykochemicznych
Badanie wptywu wilasciwosci fizykochemicznych wybranych roztworow 1 zawiesin
(doktadng list¢ uzytych cieczy zamieszczono w tabeli — Tab. 9.10.) na objgtos¢ rezydualng
nebulizatorow pneumatycznych JN-1 i JN-2 oraz membranowych VMN-1, VMN-2 i VMN-3
przeprowadzono metodg grawimetryczng (waga analityczna SECURA 225D — 1CEU Sartorius,
Niemcy). Po zwazeniu pustej komory (gtowicy) nebulizacyjnej oraz napelnieniu jej badang
cieczg prowadzono atomizacj¢ do momentu wystapienia przerw emisji aerozolu lub naglego
calkowitego ustania procesu. Nastepnie wazono komore nebulizacyjna. Objetos¢ rezydualna
wyznaczono odejmujac mas¢ pustej glowicy od masy gltowicy z ciecza po nebulizacji oraz
dzielac uzyskang warto$¢ przez gestos¢ cieczy (rowna w przyblizeniu gestosci wody).
Z uzyskanych wynikow wyliczono wartosci $rednie RV dla trzech powtorzen.

Tab. 9.10. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych badaniu zmian masy objetosci
rezydualnej nebulizatorow

Substancje modelowe

Substancja Stezenie Substancja Stezenie
0,9% (w/v) 0,9% (w/v)
Chlorek sodu 5% (w/v) Cytrynian sodu 5% (w/v)
10% (w/v) 10% (w/v)
28% (v/v) 30% (w/v)
Gliceryna 50% (v/v) Glukoza 50% (w/v)
62% (v/v) 80% (w/v)
0,001% (v/v) 0,001% (w/v)
Tween 80 0,01% (v/v) BAC 0,01% (w/v)
0,1% (v/v) 0,1% (w/v)

Leki inhalacyjne

Roztwory

Zawiesiny

R1i R4

71175
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9.3. Oddzialywanie aerozolu z surfaktantem plucnym
9.3.1. Obliczenia z zastosowaniem modelu MPPD

W celu uzyskania szacunkowej wartos$ci st¢zenia aerozolu zdeponowanego na powierzchni
pecherzykoéw ptucnych zastosowano obliczenia modelowe MPPD (podrozdzial Blad! Nie
mozna odnalez¢ zrédla odwolania.). W niniejszej pracy zatozono depozycje aerozolu u
dorostego cztowieka, bedacego w pozycji pionowej i oddychajacego spoczynkowo tylko przez
usta. Obliczenia przeprowadzono przy zatozeniu braku klirensu oraz dla gestosci materiatu
kropel réwnej 1000 kg/m®. Parametrami wprowadzanymi do modelu byty Dv(50) oraz GSD,
uzyskane z analizy rozktadu wielkosci kropel. Szczegdtowe dane implementowane do modelu
zamieszczono w tabeli 9.11. Przy zatozeniu idealnej, rownomiernej depozycji leku w warstwie
ptynu pokrywajacego pecherzyki plucne (tj. zawierajacego surfaktant ptucny) podczas
atomizacji 2 ml (standardowa objeto$¢ amputki) farmaceutyku, obliczono nominalny stosunek
leku do cieczy pgcherzykowej, zaktadajac jej calkowita obj¢tos¢ rowng 30 ml(297). W
obliczeniach uwzglgdniono sprawno$¢ depozycji w obszarze pecherzykow ptucnych kropel o
wielkos$ciach wyznaczonych przy pomocy metodyki przedstawionej w podrozdziale 9.2.3.
Stosunek ten wyraza objeto$¢ farmaceutyku zdeponowanego do objetosci catej mieszaniny
(MPS+lek). Oszacowanie stgzen pozostalych substancji rozpylonych przeprowadzono w
analogiczny sposob.

Tab. 9.11. Dane zaimplementowane do modelu MPPD
MORFOMETRIA DROG ODDECHOWYCH

Model morfometryczny ptuc Yeh — Schum (5 — ptatowy)
Czynno$ciowa objeto$¢ zalegajaca 3300 ml
Objetos¢ gornych drog oddechowych 50 ml
WEASCIWOSCI AEROZOLU
Gestos¢ materiatu kropel aerozolu 1000 kg/m?®
. . MMAD, dane otrzymane z pomiaru dyfraktometrem
Srednica kropel |
aserowym
GSD dane otrzymane z pomiaru dyfraktometrem laserowym
WARUNKI EKSPOZYCJI UKLADU ODDECHOWEGO NA AEROZOL
Ekspozycja stala
Orientacja ciata pionowa
Czestotliwos$¢ oddychania 12 oddechéw/min (oddech spoczynkowy)
Objetos¢ oddechowa 625 ml
Udziat czasu wydechu w cyklu 05
oddechowym '
Sposéb oddychania tylko przez usta

WARUNKI DEPOZYCJI AEROZOLU
Czy obliczenia uwzgledniaja klirens
phuc?

NIE - tylko depozycja
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9.3.2. Pomiary interakcji z surfaktantem ptucnym
9.3.2.1. Badanie interakcji wdychanych aerozoli z surfaktantem plucnym
w pomiarach oscylacyjnych z wykorzystaniem lipidowego modelu
surfaktantu ptucnego (LM)
Przygotowanie probek
Badanie interakcji pomiedzy zdeponowanym aerozolem i LM przeprowadzono na
przyktadzie lekéw inhalacyjnych, ktorych petna list¢ wraz z uzytymi stezeniami przedstawiono
w Tab. 9.12. Model LM przygotowano poprzez rozpuszczenie w stosunku molowym 8:2
w chloroformie  1,2-Dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny i  cholesterolu (1 mg/ml)
w temperaturze pokojowej oraz w warunkach intensywnego mieszania.
Tab. 9.12. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych badaniu interakcji pomiedzy
zdeponowanym aerozolem a surfaktantem ptucnym na podstawie analizy powierzchni

migdzyfazowej ciecz-gaz w obecnosci modelu lipidowego surfaktantu ptucnego (LM) w
fazie jej statej kompresji

Substancje modelowe
Substancja Stezenie Substancja Stezenie
Tween 80 0,001% (v/v) NaCl 0,9% (w/v)
Leki inhalacyjne
Zawiesiny | Z1-74

Wytworzenie powierzchni miedzyfazowej ciecz-gQaz

Subfaze wodng (woda ultraczysta) utworzono w termostatowanym korycie umieszczonej
na stole antywibracyjnym wagi Langmuir’a-Wilhelmy’ego model KSV NIMA (wymiary: 364
X 75 X 4mm - Biolin Scientific, Finlandia). Przygotowang mieszaning lipidow wkraplano za
pomoca mikrostrzykawki chromatograficznej (Hamilton, USA) na subfaz¢ wodng. Po
rozprowadzeniu monowarstwy pozostawiono ja na kilka minut w celu odparowania
rozpuszczalnika 1 rownomiernego samoistnego rozlozenia molekut DPPC 1 CHOL na
powierzchni migdzyfazowej (stan gazowy).
Pomiar cisnienia powierzchniowego w fazie stalej kompresji GLI

W celu zbadania wptywu aerozolu leczniczego inhalowanego podczas nebulizacji
wybranych lekow (Tab. 9.12.) w ukladzie pomiarowym wagi Langmuir’a-Wilhelmy’ego,
zastosowano farmaceutyki wprowadzone ilosciowo do subfazy. Leki wkraplano pod
powierzchni¢ wytworzonej monowarstwy, tak aby ich koncowe st¢zenie w uktadzie wynosito
0,018 ml/ml (warto$¢ przyjeta na podstawie przedstawionych w niniejszej pracy badan
przeprowadzonych zgodnie z metodyka 9.3.1). Pomiar cis$nienia powierzchniowego (7)
prowadzono podczas symetrycznej kompresji GLI na skutek przesuwania si¢ barierek

z predkoscig 40 mm/min. Wszystkie pomiary przeprowadzono w 36,6 = 0,5C.
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Obserwacje mikroskopowe BAM
W celu wizualizacji struktur formujacych si¢ na powierzchni mi¢dzyfazowej podczas
jednostajnej kompresji GLI, zastosowano mikroskopi¢ kata Brewster’a. Zdjecia wykonano po
wczesnie] przeprowadzonej analizie wynikéw pomiardw cisnienia powierzchniowego.
Pozwolito to wykona¢ je w warunkach odpowiadajgcych ré6znym stanom monowarstwy.
Szczegolowy opis aparatury pomiarowej oraz podstawy teoretyczne jej dzialania zamieszczono
w zalaczniku (Z.9.2).
Analiza wynikow
Na podstawie otrzymanych danych wyznaczono izotermy z-A, ktére postuzyly do
obliczenia wspotczynnika $cisliwoéci powierzchni (Cs). Jednoczesnie wyniki wsparto oceng
przeprowadzong za pomocg obserwacji mikroskopowych BAM. Na podstawie analizy
charakterystyki zmian powierzchni migdzyfazowej w wyniku obecnosci farmaceutykow
oceniono interakcje lek-surfaktant ptucny.
9.3.2.2. Badanie interakcji wdychanych aerozoli z surfaktantem plucnym
w pomiarach oscylacyjnych z wykorzystaniem modelu wielosktadnikowego
(MPS)
Przygotowanie probek
Badanie interakcji pomiedzy nebulizowanymi substancjami i MPS przeprowadzono dla
wybranych roztworéw oraz zawiesin, ktorych pelng list¢ wraz z uzytymi st¢zeniami
przedstawiono w Tab. 9.13. Ze wzgledu na ograniczenia techniczne nie byto mozliwe
wprowadzanie do PS nebulizowanych substancji w formie aerozolu, dlatego zdecydowano si¢
na sporzgdzanie mieszanin ciektych odpowiadajacych sktadem stanowi po inhalacji. Warto$¢
stezenia dodatku zostata uzyskana na podstawie wynikéw otrzymanych we wczesniejszych
czesciach pracy badawczej oraz wyliczeniom modelowym. Model MPS (Tab. 8.1.)
przygotowano poprzez rozcienczenie wodg ultraczysta preparatow Infasurf® lub Curosurf® do
stezenia fosfolipidow na poziomie 5 mg/ml. Korzystano z dwoch produktow ze wzgledu na
trudno$ci z pozyskaniem tylko jednego z nich w ilo§ci wymaganej do przeprowadzenia
wszystkich wymaganych badan. Probke kontrolng przygotowano przez rozcienczenie woda
ultraczysta w stosunku objetosciowym 1:1, tak aby uzyska¢ stezenie fosfolipidow réwne 2,5
mg/ml. Z kolei probki badawcze uzyskano przez rozcienczenie W stosunku 1:1 roztworu
surfaktantu o zawartosci fosfolipidow rownej 5 mg/ml roztworami lub zawiesinami lekow lub
substancji  stosowanych do modyfikacji wtasciwosci fizykochemicznych 0 stezeniu
prowadzacym do uzyskania zadanej finalnej koncentracji w probce o stezeniu (0,018 ml/ml)

fosfolipidow rownym 2,5 mg/ml.
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Pomiar dynamiczny napiecia powierzchniowego

Urzadzenie PAT-1M (Rys. 9.1.) umozliwia prowadzenie pomiaréw dynamicznej
aktywno$ci powierzchniowej metodg wiszacej kropli (stala powierzchnia) lub metoda
oscylujacej kropli (sinusoidalne deformacje powierzchni) w temperaturze fizjologicznej (36,6
+ 0,1 C). Badania prowadzone przy sinusoidalnych zmianach GLI pozwalaja symulowaé
dynamike tej powierzchni w pecherzykach ptucnych podczas oddychania. Umozliwiaja one
charakterystyke wtasciwosci filmu miedzyfazowego wokot wartosci rownowagowej napiecia
powierzchniowego. Kazdy eksperyment sktadat si¢ z dwoch etapow: (i) generowania nowej
granicy faz gaz-ciecz (wiszacej kropli na koncu kapilary) i doprowadzenia GLI do stanu
rownowagi (szczegdlowy opis zamieszczono w podrozdziale 9.1.2) oraz (ii) wywolania
zaprogramowanych oscylacji kropli o zadanej amplitudzie (przyjeto 10% powierzchni
poczatkowej) 1 zmiennej czestotliwosci. Etap (i) umozliwia §ledzenie zmian chwilowego
napiecia powierzchniowego, az do momentu osiggniecia rownowagi (przyjeto zatozenie, ze
osiagnigcie rownowagi nastepuje maksymalnie do 10 min od uformowania kropli). W etapie
(i1) (czas >10 min) przeprowadza si¢ sinusoidalne deformacje (pulsacje) powierzchni ze
zmienng czestotliwoscia (f=100, 125, 250, 330 i 500 mHz). Wartosci f zostaty dobrane jako
odpowiadajace czgsto$ci oddychania cztowieka w réznych stanach aktywnosci fizycznej(298).
Kazda seria oscylacji zostata poprzedzona kilkusekundowa przerwa, w celu przywrocenia
napiecia powierzchniowego do wartosci rOwnowagowej oraz poczatkowej wielkosci pola
powierzchni kropli, Ao (Rys. 9.6.).
Analiza wynikow

Cykliczne ekspansje 1 kompresje GLI w obecnosci MPS pozwolity na wyznaczenie

histerezy napigcia powierzchniowego o-A, a nastgpnie oceng wptywu substancji obecnych
w nebulizowanych cieczach na surfaktant ptucny w oparciu o wybrane kryteria ilo$ciowe tj.
indeksu stabilnosci SI, znormalizowanego pola histerezy napigcia powierzchniowego HAN oraz
parametry reologiczne, w tym kat przesunigcia fazowego ¢. Role tych parametrow
w charakterystyce histerezy o-A i analizie interakcji pomigdzy zdeponowanym aerozolem

a MPS przedstawiono w podrozdziale 5.4.5.
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Tab. 9.13. Zestawienie roztworow i zawiesin substancji poddanych badaniu interakcji 7 surfaktantem
plucnym modelu MPS i przy uzyciu sinusoidalnej oscylacji tej powierzchni

Substancje modelowe

Substancja Stezenie Substancja Stezenie
0,01% (w/v) 0,01% (wiv)
Tween 80 0.1% (VIV) BAC 0.1% (VIV)
Leki inhalacyjne
Roztwory Zawiesiny
R1-R5 Z1-76
Biosurfaktanty
Substancija Oznaczenie | Stezenie | Substancja Oznaczenie Stezenie
0,
0’8,%,/7\,5)/‘) 0,9% (W)
Escyna Esc L-Leucyna L-Leu
0,035% 1,1% (Wiv)
(W/v) =70
Polisacharydowe modyfikatory lepko$ci
Subst. Ozn. | Stezenie Subst. Ozn. | Stezenie Subst. Ozn. | Stezenie

2,0 AGH 2,0 2,0
Guma XG mg/mi Agar 0.9% mg/ml Hialuronian SH mg/mi

ksantanowa 3,0 3,0 sodu 3,0

NaCl

mg/ml mg/ml mg/mi

Guma 2,0 2,0 . . 2,0

XG+ ’ Agar+ | AG+ ' Hialuronian | SH+ ’
kS""T"’S‘gi’W& 0,9% mg/(;“' sol | 0,9% mg’(')“' sodu +sol | 0,9% mg’g”'
fizjolog. NaCl mg/ml fizjolog. | NaCl mg/mi fizjolog. NaCl mg/mi
0 100 mHz 125 mHz 250 mHz  330mHz 500 mHz
Z
Czas (s)

Rys. 9.6. Zmiana napiecia powierzchniowego podczas generowanych deformacji GLI o
czestotliwosciach f= 100, 125, 250, 330 i 500 mHz.
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10.Wyniki i ich omdéwienie
10.1. Charakterystyka wlasciwosci fizykochemicznych badanych cieczy
10.1.1. Wiasciwosci fizykochemiczne roztworow substancji modelowych

W tabeli (Tab. 10.1.) zamieszczono $rednie wartosci parametrow fizykochemicznych
badanych roztworow substancji modelowych: przewodnosci elektrolitycznej, rownowagowego
napi¢cia powierzchniowego oraz lepkosci. Otrzymane warto$ci sg zgodne z danymi
literaturowymi i zostaly wykorzystane podczas analizy wynikow w dalszej czeSci pracy.
Przyktadowo sol fizjologiczna w temperaturze 25 °C cechuje si¢ podwyzszong przewodnoscia
elektrolityczng na poziomie 12 mS/cm w stosunku do wody (0,005 mS/cm), i wyraznie nizszg
niz 10% wodnego roztworu NaCI?®®, Roztwory substancji modyfikujacych lepko$é sa ptynami
niutonowskimi (Zatacznik Rys. 10.Z.1). Dodatek glukozy podnosi warto$¢ lepkosci
z 0,89 mPas (woda w temperaturze 25 °C) do 3,3 mPas w przypadku roztworow 50%(w/v)

i 7,5 mPas przy stezeniu 80%(wW/v)@%),

Tab. 10.1. Wiasciwosci fizykochemiczne wybranych substancji modelowych w temperaturze 25°C
(wartosci srednie + odchylenie standardowe)

Substancje modyfikujace przewodnos¢ elektrolityczna
chlorek sodu cytrynian sodu
0,9% (w/v) | 5% (w/v) | 10% (w/v) | 0,9% (w/iv) | 5% (wiv) | 10% (wiv)
przewodno$¢
elektrolityczna | 12,04+0,04 | 55,65+0,21 | 93,10+0,71 | 5,08+0,06 | 19,77+0,08 | 30,75+0,07
K (mS/cm)
Substancje modyfikujace lepkos¢
gliceryna (GLY) glukoza (GLU
28% (v/v) | 50% (viv) | 62% (v/v) | 30% (w/v) | 50% (wiv) | 80% (w/v)
lepkos¢
dynamiczna p 2,20+£0,08 | 6,20+0,23 | 13,50+1,01 | 1,98+0,10 | 3,33+0,05 | 7,52+0,19
(mPas)
Substancje modyfikujace napiecie powierzchniowe
Tween 80 chlorek benzalkoniowy (BAC)
0,001% 0,01% 0,001% 0,01%
Wiv) wivy | POV wry | %1% W)
rOwnowagowe
napiecie 51,37+0,11 | 41,00+0,08 | 38,91+0,54 | 70,47+0,54 | 64,22+0,28 | 36,96+0,46
powierzchniowe
Oeg (MN/M)
Tween 80+0,9% NaCl BAC +0,9% NaCl
0,001% 0,01% 0,1% 0,001% 0,01% 0,1%
(Viv)* (Viv)* (Viv)* (wiv)* (wiv)* (wiv)*
rOwnowagowe
napiecie 51,27+0,08 | 39,64+0,18 | 37,65+0,37 | 57,47+0,33 | 35,92+0,8 | 32,58+0,29
powierzchniowe
Oeg (MN/M)

*Warto$¢ odnosi si¢ do stezenia surfaktantu
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Dodatek substancji powierzchniowo czynnych modyfikuje w wyrazny sposéb napigcie
powierzchniowe, ktoérego zmierzona warto$¢ dla wody o temperaturze 25 °C wynosi
71,7 mN/m (pomiar metoda wiszacej kropli). Przyktadowo, 0,01% wodny roztwor Tween 80
charakteryzuje si¢ o rownowagowym na poziomie 41,0 mN/m, a 0,01% roztwér BAC
rownowagowym napieciem powierzchniowym 64,2 mN/m. Dodatek elektrolitu chlorku sodu
w stezeniu 0,9% ma za zadanie zapewni¢ izotonicznos$¢ roztworu, co jest istotne w konteks$cie
tematyki pracy i uzytecznosci badan pod katem potencjalnych zastosowan w farmaceutykach.
Aniony i kationy zdysocjowanej soli moga oddziatywa¢ z molekutami surfaktantow jonowych,
obnizajgc wartosci napigcia powierzchniowego w stosunku do roztworéw pozbawionych
elektrolitow®%3) W przypadku probek zawierajacych surfaktant kationowy (BAC) oraz
chlorek sodu widoczne jest obnizenie rOwnowagowego napi¢cia powierzchniowego w calym
zakresie badanych st¢zen. Jednak w przypadku surfaktantu niejonowego (Polisorbat 80)
z dodatkiem NaCl nie powoduje znaczacych zmian w stosunku do probek, gdzie
rozpuszczalnikiem jest czysta woda.

10.1.2. Wtasciwosci fizykochemiczne lekow inhalacyjnych

W tabeli (Tab. 10.2.) zamieszczono warto$ci parametrow fizykochemicznych badanych
lek6éw inhalacyjnych wystepujacych w postaci roztworow oraz zawiesin. Przebadano wybrane
produkty pod katem ich réwnowagowego napigcia powierzchniowego oraz lepkosci
dynamicznej. Leki w postaci roztworow (R1-R5) nie roznig si¢ wlasciwosciami reologicznymi
— ich lepkos$¢ jest jedynie nieznacznie wyzsza w stosunku do lepkosci czystej wody
w temperaturze 25°C. Wszystkie roztwory sa typowymi ptynami niutonowskimi (Zatacznik
Rys. 10.Z.2). Natomiast roztwory te cechuja si¢ zrdéznicowanymi warto§ciami napigcia
powierzchniowego. Sktadniki zawarte w lekach R1-R5 wykazuja wlasciwosci powierzchniowo
czynne, obnizajac rOwnowagowe napiecie powierzchniowe az do wartosci 29,38 mN/m (lek
R2). Najwigksza wartos$cig napigcia powierzchniowego charakteryzuje si¢ lek RS. Leki te
posiadaja w swym skladzie chlorek benzalkoniowy, ktory jako substancja dodatkowa
(konserwant) odpowiada za obnizenie o.

Leki w postaci zawiesin mozna zakwalifikowa¢ do dwoéch grup pod wzgledem lepkosci.
Leki Z1-Z4 cechuja si¢ lepkoscig pozorng réwng lub zblizong do wartoséci czystej wody
w 25°C. Natomiast farmaceutyki Z5-Z6 posiadaja lepko$¢ poréwnywalng do lekow w postaci
roztworu (R1-R5). Wszystkie zawiesiny, podobnie do lekoéw w postaci roztworéw to plyny
niutonowskie. Leki Z1-Z6 charakteryzuja si¢ podobnymi, obnizonymi w stosunku do wartosci

czystej wody, warto§ciami napiecia powierzchniowego rzedu 39 mN/m. W lekach tych
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zastosowano substancje pomocnicze bedace surfaktantami tj. Tween 20 1 Tween 80 1 to wlasnie

te substancje odpowiadaja za niska wartos¢ o.

Tab. 10.2. Wtasciwosci fizykochemiczne wybranych lekow inhalacyjnych w temperaturze 25°C
(wartosci srednie + odchylenie standardowe)

Roztwory lekéw inhalacyjnych
R1 R2 R3 R4 R5
lepko$¢ (mPas) 2,74+0,28 2,55+0,06 2,33+0,17 2,41+0,04 2,4440,01
rOwnowagowe napigcie
powierzchniowe 40,84+0,41 29,38+0,23 | 56,14+0,58 | 35,32+0,33 | 59,43+1,89
(mN/m)
Zawiesiny lekow inhalacyjnych
Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 Z6
lepkosé (mPas) 0,87 0,89 1,17 0,92 2,25 2,53
+0,05 +0,08 +0,23 +0,07 +0,12 +0,20
FOWNOWABOWE NAPIECIC | 45 14 38,50 38,75 37,07 38,30 40,60
powierzchniowe +0,07 | +036 | +1,02 +038 | +0,34 +0,32
(mN/m)

Interesujaca jest rowniez analiza rdznic na podstawie wlasciwosci fizykochemicznych
pomigdzy lekiem oryginalnym a lekami generycznymi. Na przyktadzie zawiesin Z1-Z4,
w ktorych produktem oryginalnym jest Z1, poréwnano ich dynamiczne napigcie
powierzchniowe (Rys. 10.1.). Przebieg krzywych dynamicznego napig¢cia do osiagnigcia
warto$ci rownowagowej, ogeq jest rowniez dowodem réznic w skladzie lekow. Zmierzone

wlasciwosci zostaty wykorzystane do analizy wynikow w dalszej czg$ci pracy.

w
o

napiecie powierzchniowe (mN/m)
B
o

—_—71 —_—72 —73 —74
30 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
czas (s)

Rys. 10.1. Zmiana dynamicznego napiegcia powierzchniowego przez zawiesiny lekow inhalacyjnych Z1-
Z4 (25 °C)
10.1.2.1. Stabilnos¢ zawiesin leczniczych
Na Rys. 10.2. pokazano zmian¢ warto$ci absorbancji zmierzonej w wybranych
farmaceutykach w postaci zawiesin (Z1-Z6) w czasie 2h. Mozna stwierdzi¢, ze zawiesiny tych

lekoéw cechujg sie duzg niestabilnoscia, na co wskazuja zmiany wzglednej absorbancji. Przebieg
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krzywych ma charakter nieliniowy (Z1, Z2 i1 Z5) lub zblizony do liniowego (Z3, Z4 1 Z6), co
pokazuje, ze kinetyka sedymentacji dla poszczegolnych lekoéw rozni si¢. Porownanie przebiegu
krzywych pokazuje, ze zawiesina Z1 ulega szybszemu i silniejszemu sklarowaniu
(ilustrowanym spadkiem s$redniej 44bs do ok. 43%) niz pozostale zawiesiny czastek
budezonidu, w tym Z2 (do ok. 50%), Z3 (do ok. 72%), Z4 (do 67%), czy zawiesiny
mikronizowanego propionianu flutykazonu, tj. Z5 (do 5%) oraz Z6 (do 80%). Otrzymane
wyniki potwierdzaja takze ze czastki APl mogg tworzy¢ agregaty ulegajace sedymentacji.
Roznice migdzy przebiegiem procesu sedymentacji (klarowania) wynikaja z wiasciwos$ci
formulacji sktadu lekow tj.: wielkosci czastek leku, ich tendencji do agregacji i réznego st¢zenia
dodatkéw (stabilizatoréw oraz konserwantow), €O rozni leki o tej samej zawartosci API (np.

lek oryginalny i generyczny).

110%
100% % ,,,,,,, 1171 072 AZ3 OZ4 X 75 X 26
90% | '-'-':':':':'-'%.'f-_'-_'-.'.".}.ﬁ K
0% el ¥
2\:«70% . 3 % %
o) b
LR B I BT
. | g
40% | Teelf]
............. i
30% -
20% T T T T T -\-
0 20 40 60 100 120 140

8
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Rys. 10.2. Krzywe ilustrujgce klarowanie si¢ (sedymentacje) zawiesin Z1-26, pozwalajgce na oceng ich
stabilnosci

10.1.2.2. Morfologia oraz rozmiar czgstek fazy rozproszonej zawiesin leczniczych

Z analizy zdje¢ pokazanych w dalszej czgsci pracy (Rys. 10.351 10.36 Z1-Z4 A —str. 158)
wynika, ze czastki zawiesin leczniczych (API w tych lekach to budezonid) sg niesferyczne 1
charakteryzuja si¢ duza nieregularnoscia w ksztalcie. Wedtug farmakopealnych sformutowan,
czastki API zawiesin Z1-Z4 charakteryzuja si¢ roznorodnoscig ksztattu, ale podobnymi
wymiarami w dtugosci i szeroko$ci. Czastki te majg w wigkszosci zaokraglone krawedzie, a
ich powierzchnia jest stosunkowo gladka z niewielkimi chropowatosciami. Z kolei wsrod
czastek zawiesin Z5 1 Z6 sa liczne ziarna niesferyczne o strukturze plytkowej, ostrych
krawedziach i chropowatej powierzchni (pokazano to dodatkowo w Zataczniku Rys. 10.Z.3.).
Czastki badanych farmaceutykéw charakteryzujg si¢ rowniez szerokim rozktadem wielkosci.

Z analizy dlugosci oraz szerokoS$ci (stosowanych przy opisie niesferycznych czastek wg Rys.
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9.4), wynika, ze rozklady wielkosci czastek zawiesin Z1-Z6 charakteryzujg si¢ duzg
rozpigtoscig, w zawiesinach znajduja si¢ zardwno czastki bardzo mate o dlugosci ponizej 1 um
oraz bardzo duze, o dlugosci powyzej 5,5 um. Zawiesiny Z1, Z2, Z5 i Z6 cechuja si¢ wysoka
zawartoscig czastek 0 rozmiarach z zakresu 1-3 um. Mozna zaobserwowac tu takze czastki o
rozmiarach powyzej 6 um oraz bardzo niewielkie, tj. mniejsze od 0,7 um. Natomiast, zawiesiny
Z3 | Z4 cechuja si¢ licznymi czastki o wymiarach z zakresu 0,5-2 pm, ale rowniez tutaj
obserwowane s3 znacznie wigksze czastki (4 um i powyzej). Analizujagc ogdlny obraz
wszystkich czgstek API zaobserwowano, ze maja one tendencje do tworzenia agregatow.
Odnotowane wielkosci pojedynczych czastek oraz ich tendencja do agregacji mogg wplywaé
na przebieg procesu nebulizacji, zwtaszcza w nebulizatorze z membrang (VMN), co bedzie
przedmiotem badan przedstawionych w podrozdziale 10.2.3.
10.1.3. Wiasciwosci fizykochemiczne modyfikatorow lepkosci pochodzenia naturalnego
Analiza zalezno$ci napr¢zen stycznych od szybkosci $cinania (T = f(y)), wskazuje, ze
roztwory substancji modyfikujacych lepkos¢ to ptyny nieniutonowskie rozrzedzane $cinaniem
(Zatacznik Rys. 10.Z.4 oraz Tab. 10.3.). Mozna to wytlumaczy¢ wptywem Scinania na zmiang
przestrzennego ulozenia polisacharydow, a przede wszystkim ich uporzadkowania i
wzajemnego przenikania. Zmiany wiasciwosci reologicznych pod wpltywem S$cinania
poréwnano za pomocg wskaznikow modelu potggowego Ostwalda-de-Waale’a (rownanie 9.3).
Wspotezynnik konsystencji k rosnie a wskaznik ptyniecia n maleje wraz ze wzrostem stezenia.

Tab. 10.3. Wtasciwosci fizykochemiczne wybranych substancji pochodzenia naturalnego
modyfikujgcych lepkos¢ w temperaturze 25 °C.

Substancje modyfikujace lepkos¢ pochodzenia naturalnego
hialuronian sodu - SH uma ksantanowa - XG agar - AG

wskazniki modelu
potegowego

wskazniki modelu
potegowego

wskazniki modelu
potegowego

woda 0,9%NacCl woda 0,9%NacCl woda 0,9%NacCl
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~— ~
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stez. polisacharydu (mg/ml)
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Ze wzgledu na potencjalne zastosowanie polisacharydowych modyfikatorow lepkosci w
formulacjach lekow inhalacyjnych, sprawdzono réwniez wpltyw obecnosci jondw soli na

parametry reologiczne. Dodatek soli w przypadku kazdego roztworu obnizyt wartos$¢ lepkosci
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pozornej w kazdym punkcie krzywej plynigcia (Rys. 10.Z.4.), co znalazto wyraz rowniez w
zmianie warto$ci wspotczynnikow modelu potggowego. Wartos¢ k zmniejszyta si¢ dla SH i dla
XG. Jednakze analizujac krzywe ptynigcia zauwazono spadek lepkosci pozornej roztworéw XG
w obecnosci NaCl (Rys. 10.Z.4.). Obecnos¢ kationéw sodowych i anionéw chlorkowych ma
takze niejednoznaczny wpltyw na wspotczynniki n i k roztworow agaru.

W przypadku hialuronianu sodu obserwowane zaleznosci moga wynika¢ z wplywu
kationow sodowych na struktur¢ powtoki solwatacyjnej wokot molekut SH. SH to ujemnie
natadowany polisacharyd, ktéry w roztworach wodnych wykazuje tendencje do tworzenia w
sposob losowy silnie speczniatych struktur. Oddziatywania jonow kationowych ze szkieletem
molekuty SH inicjuje jednak reorganizacje jej struktury, czego efektem jest zmniejszenie jej
rozmiaru przestrzennego. Jest to czgSciowo zwigzane =z utworzeniem - struktur
przypominajacych ,spinki do wloséw”, ktérych obecno$¢ powoduje przede wszystkim
skracanie tancuchow SH®), co moze przektadaé si¢ na zmiang wiasciwosci reologicznych.

Jak wskazuja otrzymane wyniki, wiasciwosci reologiczne XG, jako anionowego
polielektrolitycznego biopolimeru®®), s3 takze zalezne od obecnosci jondw w roztworze, ktore
najprawdopodobniej wptywajg na przestrzenng konformacj¢ biopolimeru. W obecnos$ci jonow
soli szkielet pojedynczej molekuty ulega przegrupowaniu i czeSciowa elastycznos¢ tancucha,
ktora wcigz jest obserwowana w roztworach bez soli, zanika, wigc lancuchy staja si¢
sztywne®%423%)  Ostateczny wpltyw na wiasciwosci reologiczne roztworu zalezy od stezenia
biopolimeru 1 jego masy czasteczkowej. W ukladach mniej stezonych, przy mniejszych
szybkosciach $cinania, nie obserwuje si¢ zmian lepko$ci, natomiast w uktadach bardziej
stezonych zauwazalny jest wzrost lepkosci®®”. Sztywnos$é tancucha XG rowniez spowalnia
dyfuzje w roztworze i moze przeciwdziata¢ deformacjom powierzchni wywolanym przez
zaburzenia zewngtrzne.

Dodatkowo, nalezy wzig¢ pod uwage zalezno$¢ wilasciwosci reologicznych od
temperatury, co moze mie¢ znaczenie w kontek$cie zastosowania biopolimerow
w formulacjach leczniczych. Wzrost temperatury zwigksza ruchliwo$¢ segmentéw molekut, co
utrudnia powstawanie stabilnej przestrzenne;j struktury fancuchéw makromolekut. Prowadzi to
do zmniejszenia rzeczywistego wspotczynnika tarcia wewngtrznego W Cieczy, co pociaga za
sobg spadek lepkosci pozornej. Jest onszczegoélnie charakterystyczny dla roztwordw
makromolekut rozgatezionych(308). Biorac jednak pod uwage fakt, ze podczas atomizacji w
nebulizatorach pneumatycznych moze dochodzi¢ do obnizenia temperatury atomizowanej
cieczy, to efekt moze by¢ odwrotny, tzn. zmiana warunkéw tworzenia kropel moze wynikac ze

wzrostu lepkosci nebulizowanej cieczy.
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10.1.4. Wilasciwosci  fizykochemiczne modyfikatorow napiecia powierzchniowego
pochodzenia naturalnego
Analizujac  warto$ci  rOwnowagowego napigcia  powierzchniowego — substancji
powierzchniowo czynnych pochodzenia naturalnego (przedstawione w Tab. 10.4.) zauwazono,
podobng zalezno$¢ w odniesieniu do ich stezenia co w przypadku Tween 80 i BAC. Pomiary
przeprowadzone metoda wiszacej kropli wskazuja, ze substancje te obnizajg napigcie
powierzchniowe z poziomu 71,7 mN/m dla wody w 25 °C oraz 70,8 mN/m dla soli
fizjologicznej do nawet 45,4 mN/m, w przypadku dodatku escyny (Esc) w stezeniu 0,0175%
(bez NaCl). Jest to wartos¢ porownywalna do 0,01% Tweenu 80 i zarazem jest to najnizsza
warto$¢ napiecia powierzchniowego, ktora osiggnigto stosujgc analizowane substancje
pochodzenia naturalnego. Najnizsza warto$¢ w przypadku L-leucyny (Leu) wynosita 68,7
mN/m (co jest wartoscig zblizong do 0,01% BAC - 64,2 mN/m), a w przypadku lecytyny (Lec)
- 57,6 mN/m. Tak jak w przypadku badanych surfaktantow syntetycznych, spadek napiecia
powierzchniowego wraz ze wzrostem st¢zenia utrzymuje si¢ do osiggnigcia tzw. krytycznego
stezenia micelizacji, po ktorym nastgpuje stabilizacja, ew. niewielki wzrost wartosci 0. Efekt
ten obserwowany jest m.in. w przypadku Esc oraz Lec rozpuszczonej w wodzie.
Tab. 10.4. Wtasciwosci fizykochemiczne wybranych substancji pochodzenia naturalnego

modyfikujgcych napiecie powierzchniowe w temperaturze 25 °C (wartosci Srednie +
odchylenie standardowe)

Substancje modyfikujace napiecie powierzchniowe pochodzenia naturalnego

Escyna L-Leucyna Lecytyna sojowa
rOwnowagowe roOwnowagowe rownowagowe
napiecie napiecie napiecie
o powierzchniowe . . . | powierzchniowe . ., | powierzchniowe
stezenie (mN/m) stezenie (mN/m) stezenie (mN/m)
woda 0,9% woda 0,9% woda 0,9%
NaCl NaCl NaCl
fggﬂy 7170 | 70,82 fg;’;ty 71,70 | 70,82 fggty 71,70 | 70,82
szczalnik** 0,32 | +1,03 szczalnik** 0,32 | *1,03 szczalnik** 0,32 £1,03
0,004375% | 68,50 | 55,38 0.7% (Wiv) 70,48 | 70,52 0,025% 63,12 | 65,52
(wiv) +0,20 | +0,66 ' +0,15 | +0,68 (w/v) +0,92 | +2,08
0,00875% | 59,63 | 50,71 68,67 | 70,12 0,03% 64,46 | 62,93
0,9% (w/v)

(wiv) +040 | +044 +0,57 | +0,12 (wiv) +0,01 | 1,32

0,0175% 45,42 | 47,35 0,05% 57,57 | 61,33
(wiv) +0,11 | +0,46 1,1% (wiv) 70,72 | 69,76 (wiv) +0,79 | +0,89

0,035% 47,69 | 47,00 +0,30 | +0,18 0,3% 60,33 | 55,36
(wiv) +0,35 +0,28 (wiv) +1,43 | £0,92

*Wartos$¢ stezenia odnosi si¢ do zawartosci surfaktantu
**Warto$¢ zmierzona metoda wiszacej kropli. Warto$ci mogg odbiegac¢ od danych literaturowych ze
wzgledu na réznice w metodyce pomiarowe;j.
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Wyniki badan przeprowadzonych w obecnosci chlorku sodu w stezeniu fizjologicznym
wskazuja, ze jedynie aktywnos¢ powierzchniowa L-leucyny jest podobna jak w przypadku
roztwor6w W wodzie. W pozostalych przypadkach tj. dla escyny lub lecytyny sojowej
zaobserwowano znaczgco mniejsze wartosci rownowagowego napi¢cia powierzchniowego w
calym zakresie badanych stezen. Dodatkowo, nalezy wzig¢ pod uwage zalezno$¢ napiecia
powierzchniowego od temperatury, co moze okaza¢ si¢ istotne dla potencjalnego zastosowania
analizowanych zwigzkow powierzchniowo czynnych w formulacjach farmaceutykow
rozpraszanych w nebulizatorach o r6znych mechanizmach dziatania. Obnizenie temperatury
cieczy rozpylanej podczas atomizacji w nebulizatorach pneumatycznych powoduje wzrost
napig¢cia powierzchniowego, wplywajgc na proces powstawania kropel (co szczegdtowej
oméwiono w podrozdziale 0). Jednakze nalezy pamigtaé, ze atomizacja jest procesem
dynamicznym, w ktérym nie jest osiggany stan roéwnowagi adsorpcji zwigzkow
powierzchniowo czynnych, co sprawia, ze dynamiczne napigcie powierzchniowe jest wyzsze
niz wartos$¢ rownowagowa.

10.2. Badanie procesu nebulizacji i wlasciwosci aerozolu

10.2.1. Wplyw wiasciwosci fizykochemicznych rozpylanych cieczy na wydajno$¢ nebulizacji

Badania wstepne prowadzone w niniejszej pracy miaty na celu rozpoznanie wielkosci
wptywu konstrukcji nebulizatora na powstajacy aerozol. Zastosowanie w tym celu ultraczystej
wody umozliwito poréwnanie migdzy sobg takich wlasciwosci jak wydajnos¢ emisji czy
rozklad wielkosci kropel w chmurze aerozolowej. Otrzymane wyniki staly si¢ punktem wyjscia
do danych rozwazan dotyczacych procesu nebulizacji w inhalatorach medycznych o roéznej
zasadzie dzialania oraz przy zastosowaniu cieklych prekursoréw o $cisle okreslonych
wlasciwos$ciach fizykochemicznych. Pozwolily one réwniez na wstgpne rozpoznanie zdolno$ci
wybranych konstrukcji do wytwarzania aerozolu.

Analiza wynikow przedstawionych na Rys. 10.3. wskazuje, ze nebulizator pneumatyczny
JN-1 charakteryzuje si¢ duzo wigksza wydajnoscia masowa niz nebulizatory siateczkowe
(VMN-1 i VMN-2). Wydajno$¢ chwilowa emisji aerozolu z JN-1 wykazuje jednak znaczne
fluktuacje. Wartos¢ Srednia wynosi tutaj ok. 721 mg/min a wahania obserwowane sg W zakresie
od ok. 693 mg/min do ok. 750 mg/min. Wynika to z konstrukcji nebulizatora (m.in. duza
powierzchnia dla depozycji wewnatrz glowicy). Z kolei, nebulizatory siateczkowe
charakteryzuja si¢ zakresem wydajnosci 163 — 208 mg/min (VMN-1 przy $redniej ok. 186
mg/min) oraz 82 — 124 mg/min (VMN-2 przy $redniej 101 mg/min). Zakres wahan wydajnosci

jest w przypadku VMN znacznie mniejszy w poréwnaniu do JN.
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Rys. 10.3. Chwilowa wydajnosé masowa emisji aerozolu z nebulizatoréw: JN-1, VMN-1 i VMN-2.
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Analiza wynikow rozktadéw objetosciowych przedstawionych na Rys. 10.4 pokazuja, ze

dla kazdego nebulizatora maja one przebiegi logarytmiczno-normalne. Aerozol uzyskiwany

Z obu nebulizatoréw pneumatycznych oraz siateczkowych VMN-1 i VMN-3 charakteryzuje si¢

podobnym zakresem $rednic, chociaz w przypadku VMN-3 szerokos$¢ rozktadu jest wezsza.

Zaobserwowana cecha jest duza zaleta nebulizatoréw siateczkowych, co omawiano szeroko

w literaturze®¥. Nebulizator VMN-2 mimo waskiego rozktadu wielkosci kropel w poréwnaniu

z JN, charakteryzuje si¢ przesuni¢ciem wielkosci kropel w kierunku wigkszych $rednic.

Podsumowujac, otrzymane wyniki jasno pokazuja istnienie silnej zalezno$ci pomig¢dzy

wielkoscig 1 szeroko$cig rozktadu kropel a konstrukcja urzadzenia oraz wskazuja na istnienie

r6znic nawet pomiedzy nebulizatorami tego samego typu.
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Rys. 10.4. Rozklady wielkosci kropel wytwarzanych w nebulizatorach pneumatycznych (modele JN-1
i JN-2) oraz siateczkowych (modele VMN-1, VMN-2 i VMN-3) podczas nebulizacji wody

ultraczystej
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10.2.2. Wphw wilasciwosci fizykochemicznych rozpylanych cieczy na charakterystyke

aerozolu

W tym podrozdziale zostanie przedstawiony wplyw przewodnosci elektrolityczne;,
lepkosci | napigcia powierzchniowego cieczy na wlasciwosci aerozolu emitowanego
Z wybranych nebulizatoréw pneumatycznych i siateczkowych. Otrzymane wyniki pozwola na
lepsze zrozumienie zalezno$ci przebiegu procesu nebulizacji od parametréw procesowych
i umozliwiajac przewidywanie przebiegu procesu dla bardziej skomplikowanych uktadow
wielosktadnikowych, jakimi sa leki inhalacyjne. Pozwoli to na wypracowanie zasad
pomocnych przy projektowaniu sktadu cieczy przeznaczonych do terapii inhalacyjnych.

Juz sama analiza poréwnawcza przebiegow proceséw uwalniania aerozolu (zamieszczona
ponizej), obok analizy doniesien literaturowych, ujawnia réznice pomigdzy stosowaniem JN
i VMN. Na Rys. 10.5 oraz Rys. 10.6 przedstawiono wptyw wiasciwosci fizykochemicznych
takich jak przewodno$¢ elektrolityczna (jej wzrost w stosunku do wody ultraczystej zostat
spowodowany dodatkiem NaCl), lepko$¢ dynamiczna (dodatek gliceryny) oraz napigcia
powierzchniowego (obecno$¢ Tweenu 80) na chwilowg wydajnos¢ emisji aerozolu.
W przypadku nebulizatora pneumatycznego (Rys. 10.6) zauwazono obnizenie emisji w wyniku
dodania substancji modyfikujacych lepkos¢ dynamiczng (GLY') oraz napigcie powierzchniowe
(Tween 80). Wickszy wptyw ma wzrost lepkosci cieczy (dzigki obecnosci gliceryny). Roztwory
surfaktantu rowniez obnizaja wydajno$¢ emisji, ale réznice przy dwoch réznych stgzeniach sa
nieznaczne. Obecnos¢ jonow (NaCl) nie wptyneta w istotny sposob na wydajnosci masowe
atomizacji. Szybkos¢ emisji waha si¢ w czasie i miesci si¢ w przypadku 0,9% roztworu NaCl
miedzy 688 mg/min a 769 mg/min (95,4-106,6% wartosci $redniej), a dla roztworu 10% jest to
zakres miedzy 687 mg/min a 751 mg/min (96,4-105,3%). Natomiast w przypadku 62%
roztworu gliceryny jest istotnie nizsza: 66-95 mg/min (82,8-119%), a dla 28% roztworu
gliceryny miesci si¢ w przedziale 211-243 mg/min (92,5-106,6%). Ogoélnie, w przypadku JN
najwigkszy wptyw wsrod badanych wiasciwosci fizykochemicznych na wydajnos$¢ emisji ma
lepkos¢, a im roztwor jest bardziej lepki tym mniejsza jest wydajno$¢.

W przypadku emisji aerozoli uwalnianych z nebulizatoréw siateczkowych (Rys. 10.5.)
zaobserwowano zaleznosci 0 odwrotnym przebiegu niz w przypadku nebulizatora
pneumatycznego JN-1, np. wzrostowi przewodnosci elektrolitycznej towarzyszy znaczacy
wzrost wydajno$ci emisji. Stad w przypadku soli fizjologicznej, warto$ci masowej wydajnosci
emisji wahaty si¢ miedzy 377,5 mg/min i 436,5 mg/min dla VMN-1 oraz 415 mg/min
i 468 mg/min dla VMN-2, natomiast w przypadku 10% roztworu chlorku sodu miedzy
441,5 mg/min i 478,5 mg/min dla VMN-1 oraz 480,5 mg/min i 517,5 mg/min dla VMN-2.
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Zauwazono tutaj, podobnie jak w przypadku nebulizatora pneumatycznego, stabilizujacy efekt
dodatku soli na wahania szybkosci emisji. W odrdznieniu od nebulizatora pneumatycznego,
dodatek surfaktantu (Tween 80) nie wptywa w znaczacym stopniu na t¢ wielkos¢. Uzyskane
wyniki mogg §wiadczy¢, o tym, ze w przypadku nebulizatorow VMN napigcie powierzchniowe
ma mniejszy wplyw na wydajnos¢ emisji aerozolu niz lepkos¢ czy przewodno$é
elektrolityczna. Szersza analize wplywu poszczegdlnych wilasciwosci fizykochemicznych na

emisj¢ aerozolu przeprowadzono w podrozdziatach 10.2.2.1, 10.2.2.2 oraz 10.2.2.3.
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Rys. 10.5 Chwilowa wydajnos¢ masowa emisji aerozolu powstatego w procesie atomizacji wody oraz
roztworow wodnych z: gliceryny (GLY), Tweenem 80 i NaCl z JN-1
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Rys. 10.6 Chwilowa wydajnos¢ masowa emisji aerozolu powstatego w procesie atomizacji wody,
Tweenu 80 i NaCl w nebulizatorze membranowym VMN-1 (po lewej) i VMN-2 (po prawej)

Roznice we wilasciwosciach fizykochemicznych cieczy uwalnianych z nebulizatorow
moze wptywac na skutecznosc¢ terapeutyczng inhalacji nie tylko poprzez zmiany w wydajnosci
emisji, ale takze poprzez zmiang rozktadu wielkosci uwalnianych kropel. Przebadano stosujac

dyfrakcje laserowa z uwzglednieniem roznic wynikajacych z konstrukcji nebulizatorow.
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Podstawe rozwazan dotyczacych analizy rozktadéw wielko$ci kropel uwalnianych podczas
procesu nebulizacji cieczy o réoznych wiasciwosciach fizykochemicznych prowadzonego w
inhalatorach medycznych stanowi analiza wynikow uzyskanych w procesie rozpylania wody
ultraczystej (omowionej w podrozdziale 10.2.1).

Na przyktadzie wybranych modelowych roztworéw porownano rozktady wielkosci kropel
otrzymanych przy zastosowaniu nebulizatora pneumatycznego JN-2 oraz siateczkowego
VMN-2. Roztwér glukozy, ze wzgledu na swoja lepko$é, zostal rozproszony tylko w
nebulizatorze pneumatycznym. Na rysunku 10.7 pokazano zalezno$¢ pomigdzy wielkoscia
kropel a wlasciwosciami fizykochemicznymi cechujagcymi rozpraszane roztwory. Dodatek
elektrolitu (roztwor 0,9% NaCl) oraz srodka powierzchniowo-czynnego (roztwor Tween 80)
do czystej wody spowodowat przesunigcie rozktadu wielkosci kropel w kierunku wyzszych
wartosci $rednic oraz rozszerzenie rozktadu w stosunku do wody (zoétta linia), niezaleznie od
zastosowanego nebulizatora. Natomiast dodatek modyfikatora lepkosci (roztwor glukozy —
niebieska linia) w przypadku aerozolu emitowanego przy uzyciu JN-2 spowodowat
przesunigcie $rednic w kierunku mniejszych wartosci. Szerszg analiz¢ wptywu poszczegolnych
wilasciwosci  fizykochemicznych na rozktad wielkosci kropel przeprowadzono w
podrozdziatach 10.2.2.1, 10.2.2.2 oraz 10.2.2.3.
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Rys. 10.7 Rozktad wielkosci kropel wytwarzanych w dwoch nebulizatorach JN-2 (po lewej) i VMN-1 (po
prawej) z wody oraz roztworow wodnych 0,9% NaCl, 0,1% Tween 80 oraz glukoza 80%

Kolejng cecha nebulizatorow, na ktérg wyrazny wptyw maja wiasciwosci fizykochemiczne
cieczy, jest tzw. objetos¢ rezydualna, RV. Podczas dziatania urzadzenia, czgs¢ cieczy nie ulega
rozpyleniu i pozostaje w komorze nebulizatora po zakonczeniu procesu atomizacji. Wtasnie ta

pozostatos¢ okreslana jest mianem objetosci rezydualnej 1 jest ona wlasciwoscig indywidualng
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danego nebulizatora®®®. Cecha urzadzen pneumatycznych jest duza, w poréwnaniu do
atomizerow siateczkowych, warto§¢ RV.

Masa cieczy w objetosci rezydualnej nebulizatora pneumatycznego JN-1 (Rys. 10.8)
praktycznie nie zmienia si¢ przy wzroscie przewodnosci elektrolitycznej rozpylanego roztworu.
Niewielki wzrost masy obserwowany jest jednie w przypadku 10% roztworu NaCl (x=93,1
mS/cm) i moze by¢ on zwigzany z odparowaniem probki w obecnosci soli. Spadek napigcia
powierzchniowego wigze si¢ w przypadku nebulizatora pneumatycznego z widocznym
spadkiem masy objetosci rezydualnej. Obnizenie o do 38,9 mN/m w przypadku Tweenu 80 lub
37,0 mN/m w przypadku BACu powoduje spadek RV do ok. 0,56 ml, podczas gdy w przypadku
soli fizjologicznej objetos¢ pozostatej cieczy wynosi ok. 0,9 ml (przy zatozeniu gestosci roéwne;j
gestosci wody). Moze to by¢ zwigzane z obnizeniem wartosci sit kohezji iz tatwiejsza
fragmentacja cieczy, a wigc wieksza emisja dawki 1 gestsza chmurg aerozolowa. Z kolei
rozpylanie coraz bardziej lepkich ptynéw wigze si¢ z otrzymaniem wigkszych warto$ci masy
cieczy w objetosci rezydualnych w nebulizatorze pneumatycznym JN-1. Im wyzsza warto$¢
lepkosci tak jak w przypadku 62% gliceryny — 13,5 mPas czy 80% glukozy - 7,52 mPas tym
otrzymuje si¢ odpowiednio wyzsze masy cieczy tworzacej objetos¢ rezydualng ok. 1 ml oraz
ok. 0,94 ml. Zauwazona tendencja jest zgodna z ta obserwowana przez McCallion i wspot.®.
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Rys. 10.8 Srednie masy cieczy w objetosci rezydualnej nebulizatora JN-1 przy emisji substancji
modelowych.

Nebulizatory siateczkowe charakteryzuja si¢ malg objetoscia rezydualng, ponizej 0,2 ml, a
warto$¢ parametru zalezy od konstrukcji urzadzenia. Analizujac zalezno$¢ od przewodnosci
roztwordw zauwazono tendencje do spadku objetosci rezydualnej wraz ze wzrostem zawartosci
elektrolitu, zarowno chlorku sodu, jak i cytrynianu sodu (Rys. 10.9). Mniejsze wartosci RV

otrzymywano w przypadku nebulizatora VMN-1 (ponizej 0,1 ml przy zatozeniu gestosci
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rownej gestosci wody). Z kolei VMN-2 wykazywal znaczacy spadek wartosci objetosci
rezydualnej przy wzroscie stezenia od 0,9% do 5%. Natomiast podobne wielkosci objgtosci
rezydualnej odnotowano w przypadku dwoch najwickszych stezen elektrolitow. Z kolei, spadek
napigcia powierzchniowego, podobnie jak w przypadku nebulizatora pneumatycznego,
powoduje obnizenie RV (Rys. 10.10). VMN-3 sposrod wszystkich testowanych nebulizatorow
membranowych charakteryzuje si¢ najwigkszymi warto§ciami objetosci rezydualnej.
Obserwuje si¢ w nim takie same =zalezno$ci dla roztworéw zawierajacych zwiazki
powierzchniowo czynne, jak w przypadku JN. Obnizenie napiecia powierzchniowego,

utatwiajgc rozproszenie cieczy, prowadzi do spadku RV.
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Rys. 10.9 Srednie masy cieczy w objetosci rezydualnej nebulizatoréw VMN-1 (ciemny niebieski i ciemny
zielony) i VMN-2 (jasny niebieski i jasny zielony) przy emisji substancji modyfikujgcych
przewodnosc¢ elektrolityczng.
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Rys. 10.10 Srednie masy cieczy w objetosci rezydualnej nebulizatoréw VMN-2 (261ty i czerwony) i VMN-
3 (pomaranczowy i bordowy) przy emisji Tweenu 80 i BAC

Temperatura ciektego prekursora aerozolowego to kolejny parametr procesowy, na ktoérego

podstawie mozna wykaza¢ rdznice w charakterystyce chmur aerozolowych emitowanych w
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wyniku rozpylania cieczy cechujgcych si¢ SciS§le  wybranymi  wilasciwosciami
fizykochemicznymi. Podczas atomizacji cieczy w nebulizatorach pneumatycznych dochodzi do
stopniowego spadku temperatury w wyniku szybkiego rozprezania gazu i odparowania Cieczy
w komorze nebulizatora. Mozna przyjac, ze rozpylane krople odparowujg adiabatycznie przez
co ulegajg ochtodzeniu. Krople wydzielane na elementach impakcyjnych sptywajg na dno
naczynka i schtadzajg cieczy®?%) Natomiast w przypadku nebulizatoréw siateczkowych
warunki termodynamiczne sg stabilne i warto$ci temperatury oscyluja wokot poczatkowe;j
warto$ci (Rys. 10.11- VMN-3). Krzywe wzglednego spadku temperatury (AT) w przypadku
nebulizatorow pneumatycznych maja nieliniowy charakter 1 asymptotycznie daza do jednej
wartosci — nizszej niz poczatkowa (JN-1 i JN-2). Charakter krzywych AT rozni si¢ dynamika
zmian, a ich przebieg zalezy od wlasciwosci fizykochemicznych cieczy, ale w wigkszym
stopniu od konstrukcji danego JN, co pokazano na Rys. 10.11. Otrzymane wyniki w potaczeniu
zZ analiza wielko$ci kropel moga postuzy¢ do zrozumienia zalezno$ci pomiedzy temperaturg
cieklego prekursora aerozolowego a czasowa zmiang rozkladu wielkosci kropel. Takie
podejscie obrazuje réwniez mozliwe przyczyny wahan stabilno$ci emisji aerozolu podczas
trwania nebulizacji. Na Rys. 10.12 pokazano przyktadowe porownanie wptywu jonéw NaCl na
temperature aerozolu i wielko$¢ kropel uwalnianych z nebulizatorow pneumatycznych.
Zaobserwowano, ze wzrost zawartos$ci silnego elektrolitu takiego jak NaCl zwigksza zakres
AT. Jednocze$nie, spadek temperatury podczas procesu wpltywa nieznacznie na biezacy
rozmiar kropel. Z kolei, emisja cieczy zawierajacych surfaktanty potwierdzita, ze wraz ze
spadkiem napiecia powierzchniowego powstaja mniejsze krople (Rys.10.13-10.14), co wynika
ze zmniejszenia sit oporu cieczy na atomizacj¢. Mozna roéwniez zauwazy¢, ze obecno$¢
substancji powierzchniowo czynnej wprowadza niewielkie zaktocenia w stabilnym uwalnianiu
kropel. Te wyniki wyraZznie pokazuja, ze zmiana temperatury podczas trwania procesu
atomizacji w nebulizatorze pneumatycznym odgrywa drugorzedng role w stosunku do
wiasciwosci fizykochemicznych cieczy. W czasie trwania nebulizacji dochodzi do ochtodzenia
cieczy, co powoduje wzrost napigcia powierzchniowego. Zwigksza to sity kohezji i sprzyja
emisji wigkszych kropel. Ta tendencje¢ wzrostu MMAD podczas trwania procesu
zaobserwowano na Rys.10.13 i 10.14 (wykresy Dv(50)). Obecnos¢ surfaktantu w soli
fizjologicznej prowadzi do zwigkszenia wielkosci kropel w stosunku do roztworu bez
surfaktantach (Rys. 10.15). Jednocze$nie nalezy pamigtaé, ze obserwowane zalezno$ci Dv(50)
dotyczg aerozolu wtdrnego opuszczajacego nebulizator, przez co bezposredni wptyw o | y moze
nie by¢ taki sam jak dla aerozolu pierwotnego. Dodatek modyfikatorow napigcia

powierzchniowego wiaze si¢ takze ze znaczacym obnizeniem temperatury w czasie trwania
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atomizacji w stosunku do emisji soli fizjologicznej (Tab. 10.5 i Rys. 10.15). Najwigksza roéznica
T w 3. minucie pomig¢dzy 0,9% NaCl a 0,1% BAC wynosi 2'C, 0,1% Tween 80: 2,4C, a0,035%
Esc: 1,2C. Nalezy rowniez podkresli¢ niewielka roznice pomiedzy wartosciami T w obu
urzadzeniach pneumatycznych: JN-1 i JN-2. Réznic tych nalezy upatrywa¢ w konstrukcji

samych urzadzen np. odlegtosci miedzy dysza a przegroda impakcyjna.
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Rys.10.11 Wzgledna zmiana temperatury atomizowanej cieczy w czasie trwania procesu nebulizacji soli
fizjologicznej w réznych nebulizatorach.

Podczas atomizacji lepkiego ptynu niutonowskiego, tj. roztworu glukozy, réwniez
zauwazono zmiany temperatury cieczy rozpylanej. W przypadku rozpylania za pomocg JN-1 i
JN-2 roztworéow glukozy 50% 1 80% odnotowano mniejsze spadki temperatury podczas
rozpylania roztworu o wyzszym stezeniu (Rys. 10.16). W przypadku JN-1 wartosci T przy
atomizacji 50% GLU spadty do ok. 16,2'C, 80% GLU do 16,9C , natomiast JN-2 - 50% GLU
do 15,2C, a 80% GLU do 15,5C. Podobne tendencje i spadku T zaobserwowano w przypadku
ptynow nieniutonowskich tj. gumy ksantanowej. Przebieg krzywych AT tak jak w przypadku
GLU ma charakter nieliniowy i asymptotycznie dazy do wartosci minimalnej (Rys. 10.17).

Tab. 10.5 Temperatura aerozolu w 3 minucie procesu atomizacji* podczas rozpylania wybranych
substancji.

Rozpylane substancje - T (C)
0,9% NaCl | 0,1% BAC | 0,1% Tween 80 1,1% L-Leu 3mg/ml XG 3mg/ml AG
JN-1 16,9+0,1 16,8+0,1 16,0+0,3 17,3+0,3 16,5+0,1 15,5+0,1
JN-2 16,6+0,1 14,7+0,7 14,340,3 15,9+0,2 15,6+0,6 15,1+0,8
*punkt czasowy, w ktorym osiggnieto wartos¢ quasi-rownowagowsa temperatury

Zastosowanie plynéw o podwyzszonej lepkosci umozliwia modyfikacje $rednic
uwalnianych kropel. Wraz z trwaniem procesu atomizacji oraz jednoczesnym obnizaniem si¢
temperatury dochodzi do emisji coraz mniejszych kropel. Zmniejszenie wartosci MMAD moze

by¢ powigzane w przypadku ptyndéw nieniutonowskich o ztozonej strukturze przestrzennej
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tancuchow molekut takich jak XG i1 AG ze zmiang strukturalng i rozbiciem wigzan wodorowych
w wyniku dzialania napr¢zen S$cinajacych. Obnizenie temperatury cieczy wplywa na
zwigkszenie sit lepkosciowych utrzymujacych cigglos¢ cieczy wobec naprezen $cinajgcych
wywotywanym przez przeptywajacy gaz. Doprowadza to do powstawania duzych kropel
pierwotnych, ktore ulegajag odkropleniu i/lub rozbiciu na eclementach wewnetrznych
nebulizatora. W konsekwencji obnizenie temperatury wzmacnia efekt powstawania mniejszych
kropel w aerozolu wtéornym wraz z trwaniem procesu atomizacji. Ten efekt nie jest
obserwowany w przypadku roztworéw GLU, gdzie stata wielko$¢ kropel utrzymuje si¢ przez
caly czas trwania procesu. Jednoczesnie wprowadzenie w cieczach zawierajacych
modyfikatory lepkosci podobnie jak w przypadku modyfikatoréw napigcia powierzchniowego,
obserwuje si¢ znaczne obnizenie temperatury podczas atomizacji w porownaniu do soli
fizjologicznej (Tab. 10.5 i Rys. 10.18). Najwicksza roznica T w 3. minucie pomi¢dzy 0,9%
NaCl i 3 mg/ml XG wynosi 1C, a 3 mg/ml AG: 1,5C. Zakres zmian jest jednak mniejszy niz
W obecnosci zwigzkow powierzchniowo-czynnych. Nalezy znow zaznaczy¢ wyrazng roznice
dla dwoch roznigeych sie konstrukcja nebulizatorow pneumatycznych (JN-1 i JN-2). W
nebulizatorze JN-2 osiggane sg znacznie nizsze minimalne temperatury cieczy oraz uwalniane
sa mgly o mniejszych wartosciach MMAD. Porownujac wielkosci kropel oraz krzywe AT
zmierzone przy rozpylaniu modyfikatorow lepkosci z emisjg soli fizjologicznej mozna
zauwazy¢ mniejsze zmiany niz w przypadku modyfikator6w napigcia powierzchniowego,

gdzie roznice pomiedzy otrzymanymi wynikami sg wyraznie zarysowane (Rys. 10.15 i 10.18).
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10.2.2.1. Wplyw przewodnosci elektrolitycznej cieczy na charakterystyke aerozolu i
przebieg procesu atomizacji w wybranych nebulizatorach
Wydajnosé masowa emisji

800 l_ 800
—_ = = = = - - [ ®
700 A 7 -
00 00 &

600 4 600

500 ]

500
400 { ,#® a0 { _®-

300 - o 300

____._____—
- -

200
@®JN-1 ® VMN-1

masowa wydajnosé emisji (mg/min)
masowa wydajnos¢ emisji (mg/min)

VMN-2 ® VMN-3

20 40 60 80 100 0 10 20 30
przewodnos¢ elektrolityczna (mS/cm) przewodnos¢ elektrolityczna (mS/cm)

100 + @®IN-1 ®VMN-1 ® VMN-2 @ VMN-3
0 0

+

Rys. 10.19 Zmiana sredniej wydajnosci masowej emisji aerozolu w funkcji przewodnosci elektrolitycznej
na przykladzie rozpraszania roztworu chlorku sodu (po lewo) i cytrynianu sodu (po prawo)
w temperaturze 25 °C

Wptyw przewodno$ci elektrolitycznej na wydajno§¢ masowa emisji aerozolu
przeanalizowano na podstawie wartosci $rednich uzyskanych w wyniku rozpraszania roztworu
chlorku sodu i cytrynianu sodu (Rys. 10.19). Otrzymane dane pokazuja, ze obecno$é jonow
W wigkszym stopniu wpltywa na aerozol rozpylany z uzyciem nebulizatoréw siateczkowych niz
pneumatycznych. W przypadku JN-1 wydajno$¢ emisji byta nieznacznie nizsza od wartosci
uzyskanej przy atomizacji wody. Dotyczy to szczegdlnie roztworow z 10% dodatkiem
poszczegdlnych soli (713 mg/min dla NaCl oraz 664,27 mg/min dla CS). Moze to wskazywac,
ze wydajnos¢ nebulizacji prowadzonej z uzyciem nebulizatoréw pneumatycznych, ze wzgledu
na zasad¢ dzialania tych urzadzen oraz ich konstrukcje w niewielkim stopniu zalezy od
przewodnosci elektrolitycznej rozpraszanej cieczy. Dodatek soli odgrywa wieksza role
w przypadku stosowania nebulizatorow siateczkowych. W tym przypadku widoczny jest
nieliniowy wzrost emisji aerozolu. Najwigkszy wzrost wydajnosci w porownaniu do rozpylania
czystej wody (107,9 mg/min) zaobserwowano przy uzyciu charakteryzujacego si¢ polimerowsa
membrang nebulizatora VMN-2. W przypadku roztworu chlorku sodu o stg¢zeniu 0,9%
zmierzono wydajnos¢ emisji na poziomie 447 mg/min (wzrost 4-krotny), podczas gdy dla
takiego samego stezenia cytrynianu sodu jest to wartos¢ 394 mg/min. Zauwazono rowniez, ze
najwickszy skok warto$ci S$redniej wydajnosci wystepuje przy wzroscie przewodnosci
do 12,04 mS/cm w przypadku NaCl oraz do 5,08 mS/cm w przypadku CS. W odréznieniu od

nebulizator6w pneumatycznych w urzadzeniach membranowych w obecnos$ci jondw wigksze
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znaczenie majg oddzialywania pomiedzy materiatem membrany a ciecza rozpraszang. Niska
warto$¢ szybkosci emisji aerozolu uwalnianego podczas atomizacji wody ultraczystej
z nebulizatora VMN-3 pokazuja tez, ze niektore urzadzenia mebranowe wymagaja wyzszej
przewodnosci elektrolitycznej cieczy do wydajniejszej pracy. Otrzymane wyniki pokazujg, ze
przewodnos$¢ elektrolityczna cieczy poddawanej atomizacji ma znaczenie dla szybkosSci
uwalniania aerozolu (zwtaszcza dla VMN).

Parametry oceny ilosciowej wlasciwosci uwalnianych aerozoli
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Rys. 10.20 Srednica Dv(50) kropel emitowanych z dwéch nebulizatoréw pneumatycznych i dwoéch
siateczkowych na przyktadzie roztworow chlorku sodu (po lewo) i cytrynianu sodu (po
prawo).

Przewodno$¢ elektrolityczna jest kolejna wiasciwoscia, ktora moze wptywac na wielkosé
kropel uwalnianych z nebulizatoréw. Wplyw zmian przewodnosci osigganej za pomoca
dodatku dwoch soli — chlorku sodu oraz cytrynianu sodu, na mediang masowego rozktadu
wielkosci kropel zaprezentowano na Rys. 10.20. Mozna zaobserwowac, ze zar6wno rodzaj soli
(s6l nieorganiczna/organiczna), jak i jej zawarto$¢ w roztworze w niewielkim stopniu wptywa
na rozmiar kropel. W przypadku JN-1 i VMN-3 érednice ulegly niewielkiemu zmniejszeniu w
obecnosci kazdego z elektrolitow. Natomiast nebulizator JN-2 emitowal znacznie mniejsze
krople (obnizenie od 4,95 pm dla wody do 3,9 um w przypadku 10% roztworu cytrynianu sodu).
Obecno$¢ jonow soli tylko w jednym przypadku (VMN-1) spowodowala niewielki wzrost
wielkosci kropel. Ma ona tez niewielki wptyw na szerokos$¢ rozktadu wielkosci (geometryczne
odchylenie standardowe). W stosunku do x, dominujgcym elementem wptywajacym na rozmiar
kropel jest zatem mechanizm atomizacji, a wigc konstrukcja urzadzenia. Posredni wpltyw
nosnikow tadunkow elektrycznych (sygnalizowany w podrozdziale 6.2.2), polegajacy na
oddziatywaniu na tadunek powierzchniowy pozostalych sktadnikow cieklego prekurosra

aerozolowego, co w konsekwencji determinuje zmiang m.in. wartosci lepkosci i napiecia
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powierzchniowego, zostal opisany w podrozdziale 10.2.2.2 na przyktadzie interakcji z
modyfikatorami lepkos$ci pochodzenia naturalnego oraz w podrozdziale 10.2.2.3 na przyktadzie
interakcji z modyfikatorami napigcia powierzchniowego pochodzenia naturalnego i

surfaktantami syntetycznymi.

10.2.2.2. Wplyw lepkosci cieczy na charakterystyke aerozolu i przebieg procesu
atomizacji w wybranych nebulizatorach
Wydajnosé masowa emisji
Wplyw lepkosci dynamicznej na wydajnos¢ masowg emisji aerozolu przeanalizowano na
podstawie warto$ci Srednich uzyskanych w wyniku rozpraszania roztworu glukozy i gliceryny
(Rys. 10.21). Zgodnie z przypuszczeniem, wzrostowi lepkosci towarzyszy spadek wydajnosci
emisji. W przypadku gliceryny najnizsze wartosci osiggnigto przy stezeniu 62% (85,5 mg/min),
a w przypadku glukozy przy stezeniu 80% (135,3 mg/min). Spadek zalezno$ci $redniej
wydajnosci masowej emisji od lepkosci dynamicznej ma charakter nieliniowy.
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Rys. 10.21 Zmiana sredniej wydajnosci masowej emisji aerozolu w funkcji lepkosci dynamicznej na
przykiadzie rozpraszania roztworu gliceryny (GLY) i glukozy (GLU) w nebulizatorze
pneumatycznym

Nebulizatory pneumatyczne charakteryzujg si¢ chwilowa wydajnos$ciag masowa emisji
fluktuujaca wokot wartosci $redniej. Dlatego tez, analize jakosci aerozolu powstatego poprzez
rozpraszanie roztworéw biopolimeréw z okresleniem wptywu wiasciwosci reologicznych na
szybko$¢ atomizacji zdecydowano si¢ oprze¢ na $rednich warto$ciach wydajnosci emisji. Na
Rys. 10.22 przedstawiono s$rednig masowg wydajno$¢ wyemitowanej dawki podczas 4-
minutowej nebulizacji w medycznych urzadzeniach pneumatycznych (JN-1 i JN-2) w funkcji
stezenia polisacharydow. Obserwowana zmienno$¢ w kazdym punkcie czasowym procesu
nebulizacji nie jest niczym zaskakujacym w przypadku nebulizator6w pneumatycznych (AG —

Rys. 10.22 oraz SH — Rys. 10.Z2.5.), jednak wraz ze wzrostem stezenia biopolimeru XG
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zaobserwowano réwniez znaczny spadek s$redniej wydajnosci emisji aerozolu. Nieliniowy
spadek wydajnosci w badanym zakresie stezen odnotowano z poziomu ok. 174 mg/min do ok.
76 mg/min (dla JN-1) oraz z 187 mg/min do 83 mg/min (dla JN-2). Porownujac wydajnosci
obu nebulizatorow, nebulizator JN-2 zdecydowanie efektywniej rozprasza roztwory
modyfikatorow lepko$ci pochodzenia naturalnego. Dodatkowo, obecno$¢ jonow soli
w roztworze zwigksza $rednia wydajno$¢ nebulizacji i jest to bezposrednio zwigzane
Z obserwowanymi zmianami lepkosci (podrozdziat 10.1.3). Zupelie inne zaleznosci
zaobserwowano przy rozpylaniu cieczy zawierajacych agar i hialuronian sodu. Obecno$¢ jonow
soli NaCl w roztworze agaru rowniez w niewielkim stopniu wptyneta na wartosci wydajnosci
emisji. Wyniki pokazuja, ze przewaga emisji kropel z cieczy zawierajacych polisacharydy nad

rozpraszaniem ptyndéw niutonowskich jest znaczacy wzrost warto$ci wydajnosci.
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Rys. 10.22. Srednia masowa wydajnosé¢ wyemitowanej dawki podczas 4-minutowej nebulizacji w
wybranych urzgdzeniach pneumatycznych w funkcji stezenia gumy ksantanowej (po lewo) i
agaru (po prawo)

Parametry oceny ilosciowej wlasciwosci uwalnianych aerozoli

Rowniez lepko$¢ w istotny sposob modyfikuje warto$ci wskaznikow ilosciowych
opisujacych chmurg aerozolowg uwalniang z nebulizatoréw pneumatycznych. W badanych
roztworach gliceryny (28-62%) lepkos¢ dynamiczna wzrasta od 2,2 do 13,5 mPas. Wptywa to
na wzrost zapotrzebowania energetycznego podczas procesu atomizacji. Stwierdzono (Rys.
10.23), ze w przypadku obu modeli nebulizatoréw pneumatycznych dochodzi do obnizenia
wartosci Dv(50) wraz ze wzrostem lepkosci dynamicznej. Tendencja ta jest analogiczna do
obserwowanej w pracy(55). W przypadku JN-2 istotna zmiana obserwowana jest juz pomiedzy
probka kontrolng (wodg — u~1 mPas, Dv(50)=4,95 um) a 28% roztworem gliceryny (u=2,2
mPas, Dv(50)=3,84 um). Zmiana Dv(50) pociaga za sobg roznic¢ w wielkosci udziatu frakcji

kropel drobnych. Wartosci FPF rosty wraz ze wzrostem lepkosci dynamicznej (dla wody
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wynosity ok. 50%. W przypadku 28% roztworu gliceryny wynosity one ok. 53% (JN-1) i ok.
68% (JN-2) a dla 62% roztworu (u~=13,5 mPas): 62% (IJN-1) i 79% (JN-2). Nie zaobserwowano
wickszego wplywu lepkosci dynamicznej z badanego zakresu stezen na polidyspersyjnosé
aerozolu (warto$¢ geometrycznego odchylenia standardowego utrzymywata si¢ na poziomie
ok. 1,8). Gliceryna jest substancja, ktora obok modyfikacji lepkosci dynamicznej, wywotuje
réwniez obnizenie napigcia powierzchniowego. Jednakze ze wzgledu na podobne zaleznosci,
ktore otrzymano w przypadku roztworow glukozy (Zatacznik — Rys. 10.Z.6) oraz ze wzgledu
na fakt, ze w procesie, jak wykazano w pracy(55), dominujacg rol¢ nad napieciem
powierzchniowym odgrywa lepkos$¢, skoncentrowano si¢ jedynie na efekcie pochodzacym od

lepkosci tej substancji.

6 100
1l &
> I e 80 A
[ J
4 ] <
S i [
€ = o0 °
g [ J
53 ] = - e
el N
= Y 40 -
>
a, | 3
. 20 -
®JN-1 JN-2 @ JN-1 JN-2
0 T T O T T
0 5 10 15 0 5 10 15
lepkos¢ dynamiczna (mPas) lepkos¢ dynamiczna (mPas)

Rys. 10.23 Srednica Dv(50) kropel (po lewe]) i udzial objetosciowy frakcji kropel drobnych (po prawej)

emitowanych z roztworéw gliceryny przy uzyciu nebulizatora pneumatycznego.

Stabilnosé parametrow charakteryzujgcych chmure aerozolowgq

Roztwory guma ksantanowej oraz agaru sa przyktadami (jak wykazano w podrozdziale
10.1.3), ptyndw rozrzedzanych $cinaniem. Wraz ze wzrostem szybkosci $cinania dochodzi do
reorganizacji przestrzenne] molekut polisacharydow, co wplywa na obnizenie lepkosci
dynamicznej ptynéw. W komorze nebulizatora pneumatycznego dochodzi do intensywnego
mierzenia cieczy, co skutkuje zmiang organizacji molekul, a w przypadkach krytycznych -
nieodwracalnym zerwaniem wigzan stabych np. wigzan wodorowych. Ze wzgledu na dynamike
nebulizacji wazne jest sprawdzenie stabilnosci wtasciwosci aerozolu podczas trwania catego
procesu. Na Rys. 10.24 zobrazowano na przyktadzie roztworéw gumy ksantanowej w wodzie
lub w soli fizjologicznej zmiang mediany Dv(50) w trakcie 3-minutowego procesu atomizacji.
Dodatek modyfikatora lepko$ci powoduje stopniowe obnizenie wielkosci kropel wraz

zZ trwaniem procesu, w odréznieniu od procesu atomizacji cieczy niutonowskich (wody czy soli
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fizjologicznej), w ktorym rozmiar kropel jest stabilny. Obecnos¢ molekut polisacharydu
sprzyja wzrostowi wielkosci $rednic kropel. Jest to tendencja analogiczna uzyskiwana przy
rozpylaniu ptynow niutonowskich, co pokazano m.in. w pracy(190) przy badaniu roztwor6w
sacharozy. Nie zaobserwowano wigkszego wplywu modyfikatoréw lepkosci na zmiang
polidyspersyjnosci aerozolu, ale ich obecno$¢ obniza udziat kropel drobnych, co jest

konsekwencja wzrostu wielkosci $rednic.
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Rys. 10.24. Ewolucja wielkosci kropli emitowanej z uzyciem JN-1 poprzez rozpraszanie roztworow
wodnych (po lewej) gumy ksantanowej i w soli fizjologicznej (po prawej).

Odnotowano rowniez wptyw chlorku sodu na zmiang parametréw mgiet uzyskiwanych w
wyniku rozproszenia roztworoéw polisacharydu. Ponownie stwierdzono spadek wielko$ci
kropel wraz z trwanisem procesu. Krople byty réwniez mniejsze od generowanych bez dodatku
chlorku sodu. Wynika¢ to moze bezposrednio z oddziatywania jonow soli na molekuty
polisacharydu, powodujacego zmiang¢ wiasciwosci reologicznych. Dwa najwyzsze stezenia
polisacharydu sprzyjaja powstawaniu najmniejszych kropel ($rednia wartos¢ Dv(50),
odpowiednio, 4,55 um i 4,39 um — Tab. 10.Z.1). Sa one mniejsze niz w przypadku rozpylania
soli fizjologicznej (Srednia: 5,03 pum). Obnizenie wartosci Dv(50) wigze si¢ z korzystnym
wzrostem udziatu drobnych kropel, ale przy jednoczesnym niewielkim wzroscie szerokosci
rozktadu (parametr GSD), w przypadku najwyzszego st¢zenia z 1,81 na 1,88 (wcigz mniejszym
niz w przypadku soli fizjologicznej — GSD=1,91).

Odwrotny przebieg zmian wielkosci kropel w trakcie trwania procesu atomizacji
wykazywaly roztwory agaru. Zaobserwowano w tym przypadku stato$¢ parametru Dv(50) (JN-
2) lub jej nieznaczny wzrost (3 mg/ml AG + 0,9% NaCl — JN-1). Niewielkie zmiany Dv(50)
moga stanowi¢ dowod na wytrzymato$¢ konfiguracji tancuchow polisacharydu, skutecznie

przeciwstawiajacej si¢ silom $cinajacym. Zmiany w rozmiarach kropel w trakcie trwania
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procesu atomizacji zostaly przeanalizowane na podstawie wzglgdnej zmiany Dv(50).
Wzgledny spadek lub wzrost wartosci Dv(50) zostat przedstawiony jako stosunek wielkosci w

3 minucie (Dv(50)«) do wartosci zmierzonej po 30 sekundach emisji (Dv(50)(0)) (Rys. 10.25):

- %ﬁ;g 100% (10.1)
Podczas trwania nebulizacji statos¢ wielkosci kropel otrzymywanych z substancji o potencjale
wdrozeniowym do formulacji leczniczej jest kluczowym elementem. Utamek Z umozliwia
ilosciowe sprawdzenie spadku lub wzrostu wielkosci kropel, a tym samym oszacowanie

statosci wiasciwosci formulacji, ktéra réwniez podlega ocenie w procesie projektowania

nowego leku.
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Rys. 10.25 Wzgledna zmiana Dv(50) w stosunku do wielkosci poczqtkowej podczas 3-minutowej
nebulizacji dla roztworow agaru (po lewej) i hialuronianu sodu (po prawej).

Obecnos¢ jondw soli NaCl réwniez w niewielkim stopniu wptynela na wielko$¢ $rednic i
tym samym pozostale parametry, co S$wiadczy o mniejszym oddzialtywaniu pomig¢dzy
molekutami agaru a jonami soli niz w przypadku XG (Tab. 10.Z.1). Podobnie wigksza
stabilno$¢ parametru Dv(50) wykazano rowniez w przypadku hialuronianu sodu. Wartosci
Dv(50) z 3-ej minuty emisji otrzymane w przypadku obu nebulizatoréw JN-1 i JN-2 wahaty si¢
wokol poczatkowej wartosci. Natomiast obecnos$¢ jondw soli NaCl w przypadku SH znacznie
zmodyfikowala rozmiar kropel, szerokos$¢ rozktadu oraz udziat objetosciowy kropel drobnych.
Analizujgc chmury aerozolowe uwalniane z JN-1, zaobserwowano og6lny wzrost $rednich
wielkosci $rednic Dv(50) w obecnosci jonéw soli NaCl, podobnie jak wraz ze wzrostem
stezenia polisacharydu. Jednoczes$nie, dodatek jonow soli sprzyjat niewielkiemu wzrostowi
GSD. Zauwazono, ze warto$¢ GSD jest praktycznie niezalezna od zawartosci polisacharydu w

zakresie badanych stezen. Takie zmiany parametréw, w konsekwencji spowodowaty spadek
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parametru % V<5 um (FPF) (Tab. 10.Z.1). Zauwazone zmiany powigzane sg przede wszystkim
z obecnos$cig jondw soli 1 ich oddziatywaniem na struktur¢ molekut.
Tab.10.6 Zmiany parametrow reologicznych prawa potggowego Ostwald’a-de Waale'a wraz z czasem

trwania procesu atomizacji z uwzglednieniem poczqtkowej objetosci cieczy emitowanej z
komory nebulizacji (25 ° C)
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30 0.32 0.79
3 IN-1 5 50 034 146.05 066 46.42
240 0.46 0.37
0 0.38 0.40
30 0.43 0.31
XG 2 IN-1 5 50 046 191.41 028 13.97
240 0.73 0.06
0 0.53 0.09
30 0.74 0.03
15 IN-1 5 50 074 180.65 003 35.60
240 0.95 0.01
0 0.37 0.22
30 0.37 0.14
3 IN-1 5 60 0.39 i 0.18 i
240 0.37 0.22
0 0.44 1.03
30 0.49 1.03
AG 2 JIN-1 5 50 045 - 050 48,54
240 0.44 0.50
0 0.60 0.07
30 0.59 0.07
15 JIN-1 5 50 08 91,67 007 114,29
240 0.55 0.08

Stabilno$¢ wielkosci kropel emitowanych z nebulizator6w pneumatycznych w procesie
atomizacji roztworéw agaru moze by¢ analizowana réwniez poprzez badania zmiennos$ci
parametrOw reologicznych prawa potegowego Ostwald’a-de Waale’a cieczy obecnej w
nebulizatorze w wybranych punktach czasowych (przed atomizacja — 0s, po 30s, po 60s i po 4-
minutach procesu) (Tab. 10.6). Agar zestawiono w tych badaniach z mniej stabilng pod
wzgledem warto$ci parametréw reologicznych gumag ksantanowg. Wyniki pokazuja, ze ciecz
obecna w komorze nebulizatora podczas rozpylania roztworu XG wykazal wzrost wskaznika
charakterystycznego ptynigcia oraz spadek wspotczynnika konsystencji, co $wiadczy o
rozrzedzaniu cieczy wraz ztrwaniem procesu atomizacji i zmiany charakteru ptynu z

rozrzedzanego $cinaniem na zblizony do niutonowskiego. Testowane nebulizatory sg zasilane
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sprezonym powietrzem, ktore wywotuje napr¢zenia $cinajgce, CO rowniez moze powodowad
rozrywanie wigzan pomig¢dzy tancuchami polisacharydu. W miar¢ uplywu czasu pracy
nebulizatora moze doj$¢ do reorganizacji struktury przestrzennej XG, co manifestuje si¢ w
postaci zmiany wiasciwosci reologicznych. Te z kolei sg odpowiedzialne za zmiane wielkosci
kropel emitowanych z nebulizatora. Z kolei, roztwory agaru wykazywaty si¢ znacznie wigksza
odpornos$cig na dziatanie sit Scinajacych niz XG. Niewielkie zmiany obserwowane sg jedynie
przy najnizszym badanym stezeniu (1,5 mg/ml).

Mozna ogolnie przyjac, ze im wyzsze stezenie polisacharydu tym zmiany w wartos$ciach
parametrow k i n w ciggu 4-minutowej nebulizacji sg mniejsze. Stad, wyzsza zawarto$¢
biopolimeru zwigksza odpornos¢ na sity niszczace i tym samym lepiej stabilizuje strukture
uktadu tancuchow.

10.2.2.3. Wplyw napiecia powierzchniowego CieCzy na charakterystyke aerozolu i
przebieg procesu atomizacji w wybranych nebulizatorach

Wydajnosé masowa emisji
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Rys. 10.26. Zmiana sredniej wydajnosci masowej emisji aerozolu w funkcji napiecia powierzchniowego
na przyktadzie rozpraszania roztworu Tweenu 80 (po lewej) i BAC (po prawej) w réznych
nebulizatorach.

Analiza wpltywu napigcia powierzchniowego na wydajno$¢ masowa emisji aerozolu,
zostala przeprowadzona na podstawie warto$ci $rednich uzyskanych w wyniku rozpraszania
roztworu zawierajacego niejonowy surfaktant Tween 80 oraz jonowe molekuly chlorku
benzalkoniowego nie daje jednoznacznych wnioskéw (Rys. 10.26). Dodatek Tweenu 80
spowodowatl znaczace obnizenie wartosci napiecia powierzchniowego oraz S$redniej
wydajnosci emisji z nebulizatora pneumatycznego JN-1. Podobny efekt zaobserwowano
rowniez w przypadku VMN-2 wyposazonego w polimerowa membrang. Z drugiej strony

obecno$¢ niejonowego surfaktantu spowodowata widoczny wzrost wydajnosci emisji w
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przypadku dwoch pozostalych nebulizatorow — siateczkowych (VMN-1 i VMN-3)
wyposazonych w metalowe membrany.

Analizujagc dane uzyskane przy rozpraszaniu cieczy zawierajacych drugi ze $rodkéw
powierzchniowo czynnych, tzn. jonowego BAC zauwazono analogiczng tendencje spadku
wydajnosci nebulizacji prowadzonej z wuzyciem JN-1 wraz ze spadkiem napigcia
powierzchniowego. Zaleznosci dla nebulizatorow siateczkowych maja réwniez analogiczny
przebieg do tych obserwowanych dla Tweenu 80. Potwierdza to istotny wptyw napigcia

powierzchniowego na wydajnos¢ emisji aecrozolu w kazdym rodzaju nebulizatora.
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Rys. 10.27 Srednia masowa wydajnosé wyemitowana podczas nebulizacji w wybranych wrzqdzeniach
medycznych w funkcji stezenia escyny (po lewej) i L-leucyny (po prawej)

Ze wzgledu na trudne do jednoznacznej analizy zaleznosci pomigdzy wydajno$cia emisji
a napigciem powierzchniowym zdecydowano si¢ na przeprowadzenie charakterystyki jakosci
aerozolu uzyskiwanego w wyniku atomizacji roztworéw modyfikatorow napiecia
powierzchniowego pochodzenia naturalnego, wybierajac jedno urzadzenie wykazujace spadek
emisji wraz z obnizeniem napigcia powierzchniowego — nebulizator VMN-1 oraz jedna
wykazujgce wzrost — nebulizator JN-1. Na Rys. 10.27 przedstawiono S$rednig masowg
wydajnos¢ wyemitowanej dawki podczas 4-minutowej nebulizacji w urzadzeniach JN-1 i
VMN-1 w funkcji stezenia modyfikatora napigcia powierzchniowego. Duza zmiennosc¢ i
niepewno$¢ (stosunkowo spore stupki btedow) potwierdzaja wczesniej analizowane wyniki
rozpraszania roztworéw Tweenu 80 1 BAC. Jednakze, og6lnie mozna przyjaé, ze wraz ze
wzrostem stezenia escyny (czyli spadku napigcia powierzchniowego) w przypadku
nebulizatora pneumatycznego ma miejsce znaczny spadek $redniej wydajnosci, a w przypadku
urzadzenia siateczkowego - jej duzy wzrost. Dodatek NaCl nie wptywa na charakter tych

zaleznosci, a jedynie poteguje obserwowany wplyw, co wynika ze zmiany napigcia
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powierzchniowego roztworow escyny w obecnosci chlorku sodu (Tab. 10.Z.2). Podczas analizy
zwigzku wykazujacego aktywnos¢é powierzchniowg o mniejszych czasteczkach — L-leucyny,
takze zaobserwowano niejednoznaczne zalezno$ci. Wraz ze spadkiem napigcia
powierzchniowego odnotowano spadek $redniej wydajnosci emisji z nebulizatora
pneumatycznego JN-1 oraz wzrost podczas atomizacji z zastosowaniem VMN-1. Odstepstwo
od tego trendu zaobserwowano podczas rozpraszania roztworu L-leucyny z dodatkiem NaCl.
Parametry oceny ilosciowej wlasciwosci uwalnianych aerozoli

Zaleznos$¢ pomiedzy napieciem powierzchniowym a wtasciwosciami aerozolowymi chmur
uwalnianych z nebulizatorow pneumatycznych 1 siateczkowych zostanie przedstawiona na
przyktadzie roztworéw chlorku benzalkoniowego (BAC) (Rys. 10.28). Obnizenie wartos$ci
napigcia powierzchniowego zmniejsza zapotrzebowanie na energi¢, wymaganej do rozpadu
cieczy. BAC obniza napigcie powierzchniowe wody w zakresie od 70,5 mN/m do 37,0 mN/m,
Wplywa to na zmniejszenie Dv(50) widoczne w przypadku nebulizatora siateczkowego VMN-
3 oraz pneumatycznego JN-2. Wplyw napigcia powierzchniowego w przypadku JN-1 jest
niejednoznaczny. Natomiast w nebulizatorach siateczkowych wraz ze wzrostem stgzenia
powstaja coraz mniejsze krople. W przypadku VMN-3 zauwazono obnizenie Dv(50) juz przy
0=70,5 mN/m w poréwnaniu z woda (odpowiednio: 4,5 um i 5,5 um). Aerozol otrzymany z
nebulizatora VMN-1 i VMN-2 charakteryzowal si¢ wzrostem $rednicy aerodynamicznej
Dv(50) przy niskich stezeniach, ktora nastepnie spadata (od 8,4 um do 5,1 um w nebulizatorze
VMN-1; od 11,1 do 10,3 um w VMN-2). Podobng tendencj¢ obserwowali inni badacze w
pracy(242). W przypadku nebulizatora pneumatycznego JN-2 stwierdzono, ze dodatek
surfaktantu zmniejszat wielkos$¢ rozpraszanych kropel.

Wszystkie emitowane aerozole z dodatkiem surfaktantu majg charakter polidyspersyjny.
Jednakze obecno$¢ molekul powierzchniowo-czynnych spowodowal zwezenie szerokos$ci
rozktadu w przypadku w JN-2, VMN-1 i VMN-2 (dwie wyzsze wartosci o), CO jest korzystne
z punktu widzenia zastosowania terapeutycznego. W pozostatych przypadkach szeroko$¢
rozktadu (okreslana przez geometryczne odchylenie standardowe byta na podobnym poziomie
(Zatacznik — Rys. 10.Z.7). Zmiany sa tez widoczne w wielkosci udziatu frakcji kropel drobnych
w chmurze aerozolowej (Rys. 10.28). Obecno$¢ BAC w poszczegoélnych nebulizatorach w
niejednakowy sposob wptywa na FPF. W JN-1 i JN-2 dopiero przy nizszych wartosciach o
udziat kropel o $rednicy ponizej 5 um byto wyzsze w porownaniu z wodg. W VMN-1 i VMN-
2 zaobserwowano stopniowy wzrost udziatu kropel o $rednicy ponizej 5 um wraz z obnizaniem

o, z tym, ze wartoSci FPF zawsze utrzymywaly si¢ ponizej warto$ci odnotowanej przy
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rozpylaniu wody. Wyjatek stanowi VMN-3, gdzie obecnos¢ BAC zawsze zwigkszata FPF
(wzrost od ok. 58% do ok. 74%).
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Rys. 10.28 Srednica Dv(50) kropel (po lewe]j) i udzial objetosciowy frakcji kropel (po prawej)
emitowanych z wybranych lekéw inhalacyjnych przy uzyciu nebulizatora pneumatycznego
i siateczkowego.

Nawiazujac do badan przedstawionych w podrozdziale 10.2.2.1, wplyw obecnosci soli na
rozmiar kropel mozna takze oceni¢ poprzez analiz¢ $rednic Dv(50) kropel powstalych w
wyniku rozpraszania roztworéw surfaktantéw Tween 80 i BAC w soli fizjologicznej, czy
roztworéw substancji pochodzenia naturalnego cechujacych si¢ zdolnoscia do modyfikacji
napiecia powierzchniowego lub lepkosci. Tween 80, ze wzgledu na swoja niejonowg budowe,
nie jest podatny na oddziatywanie jonow mocnego elektrolitu (NaCl) w takim samym stopniu
jak jonowe molekuty (BAC)(310). W przypadku BAC zmianie ulega wielko$¢ napigcia
powierzchniowego, przyktadowo 0,01% roztwér BAC o napigciu powierzchniowym 64,2
mN/m po dodaniu soli chlorku sodu (do osiaggnigcia stezenia 0,9%) cechuje si¢ napigciem
powierzchniowym rownym 35,9 mN/m (Zatacznik - Rys. 10.Z.8.). Druga konsekwencja jest
raportowany takze w pracy(236) efekt stabilizujacy NaCl na $rednice kropel aerozolu. Ten efekt
zostal zaobserwowany w przypadku wszystkich stezen surfaktantu z dodatkiem chlorku sodu
przy pomocy nebulizatorach JN-1, VMN-1 i VMN-3. Wielko$¢ emitowanych kropel jest
poréwnywalna do otrzymywanych przy rozpraszaniu roztwordw soli fizjologicznej, co moze
Swiadczy¢ o istotnej roli petnionej przez no$niki fadunkéw (jony).

Kontynuujac rozwazania dotyczace wptywu jonow chlorkowych i sodowych na wielkos$¢
kropel aerozolu przeanalizowano réwniez kryteria oceny ilosciowej aerozoli rozpraszanych
roztworéw biosurfaktantow tj. lecytyny sojowej, L-leucyny i escyny. Zaobserwowano, ze
obecno$¢ anionéw chlorkowych i kationdw sodowych rowniez wptywa na wartos¢ parametréw

opisujacych jako§¢ powstajacego aerozolu. Sam dodatek modyfikatorow napigcia
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powierzchniowego pochodzenia naturalnego, m.in. lecytyny sojowej oraz escyny,
stanowigcych mieszaning wielu substancji wykazujacych aktywno$¢ powierzchniowa, wptynat
w podobny sposob na mediang, udzial kropel drobnych oraz polidyspersyjno$¢ chmury.
Podobienstwo we wptywie na Dv(50) przedstawiono na dwodch ponizszych wykresach (Rys.
10.29). Obecno$¢ substancji powierzchniowo czynnej powoduje wzrost Dv(50). W
szczegolnosci, znaczacy wzrost §rednic stwierdzono w przypadku VMN. Wyjatek stanowi
nebulizator JN-2, gdzie modyfikatory napigcia powierzchniowego pochodzenia naturalnego t;.
escyna i lecytyna, w wyrazny sposob obnizylty wielkos¢ $rednic z 4,95 pm (woda) do 3,87 um
(0,025% roztwor lecytyny sojowej) oraz do 3,82 um (0,004375% roztwor escyny). Obecnosé
modyfikatorow nie wyplyneta w znaczacy sposdb na wzrost polidyspersyjnosci aerozolu
Z nebulizatorow, ale zauwazono wyrazng zmiang w warto$ciach udzialu objetosciowego kropel
drobnych. Przyktadowo, porownujac aerozol wodny oraz mieszaniny o najmniejszej zawartosci
modyfikatoréw (0,004375% escyny lub 0,025% lecytyny sojowej) wartosci parametru %V<5
um spadty od ok. 5 p.p. (nebulizator JN-1), a najwigcej po 54 p.p. (VMN-1; 0,004375% escyna)
i 12 p.p. (VMN-2; 0,025% lecytyna sojowa). Jedynie przy uzyciu JN-2 zauwazono wzrost
warto$ci %V<5 um o 16 p.p., co jest zwigzane ze zmniejszeniem wielkosci $rednic kropel.
Wzrost zawarto$ci substancji powierzchniowo czynnych nie wskazuje na jednoznaczng
tendencje¢ wzrostu lub spadku udziatu kropel drobnych.

Ze wzgledu na wielosktadnikowo$¢ mieszanin tworzacych lecytyne sojowa oraz escyne
trudno jest takze stwierdzi¢ mechanizm oddziatywania NaCl. Obecno$¢ NaCl modyfikuje
wyrazniej napiecie powierzchniowe escyny. W obu przypadkach przesuwa rowniez granice
minimalnego o (Tab. 10.4.). Nizsze wartoSci napigcia powierzchniowego sprzyjaja
powstawaniu mniejszych kropel, co obserwowane jest we wszystkich testowanych
nebulizatorach (Rys. 10.29). Wigksze roznice pomigdzy rozmiarami kropel otrzymanymi w
wyniku rozpylania cieczy z dodatkiem soli odnotowano dla VMN. Poréwnujac wielko$¢
srednic rozpraszanej soli fizjologicznej oraz mieszanin modyfikatorow ¢ pochodzenia
naturalnego w soli fizjologicznej, stwierdzono wzrost rozmiaro6w kropel w obecnosci
modyfikatorow. Przebieg tych zmian jest analogiczny do obserwowanych dla roztworéw bez
NaCl. Obecnos¢ soli wptyneta rowniez na wzrost szerokos$ci rozktadu wielkosci oraz udziat

frakcji kropel drobnych (Tab. 10.Z.3).
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Rys. 10.29 Srednica Dv(50) kropel emitowanych z roztworéw escyny (A) i lecytyny sojowej (B) oraz w
wodzie lub soli fizjologicznej przy uzyciu nebulizatoréw pneumatycznych i siateczkowych.

10.2.3. Wphw wiasciwosci fizykochemicznych lekow inhalacyjnych na wiasciwosci
aerozolu

Wydajnosé masowa emisji
Role napigcia powierzchniowego dla wydajnosci emisji okre§lono rowniez dla lekow
inhalacyjnych. Wybrano w tym celu preparaty o takiej samej lepkosci dynamicznej tj.
zawiesiny Z1-Z4. Prowadzono 4-minutowg atomizacje lekow Z1-Z4 z uzyciem nebulizatora
pneumatycznego JN-1 i z wibrujaca membrang VMN-2. Otrzymane dane (Rys. 10.30)
pokazaty, ze wartos$ci chwilowe wydajnosci emisji fluktuujg wokot sredniej, a wigksze wahania
wystepuja w nebulizatorze pneumatycznym. O wigkszej powtarzalno$ci wydajnosci emisji
z nebulizatora VMN-2 $wiadcza rowniez mniejsze stupki btedow. Uzyskane wyniki wskazujg
réwniez, ze wystepuja réznice pomigdzy lekiem oryginalnym (Z1) i generycznymi (Z2-Z4)

oraz na istnienie optymalnego uktadu lek-nebulizator. Przykladowo, wigksze dawki Z2
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uwalniane z nebulizatora otrzymamy stosujgc JN-1 niz VMN-2, a w przypadku Z4
korzystniejsze jest zastosowanie nebulizatora siateczkowego. Z kolei emisja zawiesin Z1-Z4
dostarcza kolejnego dowodu na wptyw wtasciwosci fizykochemicznych na produkcj¢ aerozolu
1 r6znic pomig¢dzy lekami generycznymi i oryginalnym lekiem. Mniejsze réznice odnotowano

przy emisji leku oryginalnego Z5 i jego odpowiednika generycznego Z6.
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Rys. 10.30 Chwilowa wydajnos¢ masowa emisji aerozolu powstatego w procesie atomizacji lekow
inhalacyjnych Z1-Z4 w nebulizatorze pneumatycznym JN-1 (po lewej) i membranowym
VMN-2 (po prawej)
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Rys. 10.31 Srednia wydajnos¢ masowa emisji aerozolu uwalnianego z nebulizatora

Z kolei, analiza $redniej wydajno$ci emisji lekow inhalacyjnych w postaci roztworow (Rys.
10.31) pokazuje, ze zalezy ona gtéwnie od konstrukcji urzadzenia atomizujgcego, a dopiero w
drugiej kolejnosci od napiecia powierzchniowego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze wyzsza
wydajnoscig emisji charakteryzuje si¢ nebulizator pneumatyczny. Jest ona rowniez zwigzana z
wlasciwosciami atomizowanej cieczy. Produkty R2 1 R4 charakteryzuja si¢ najnizszym

napigciem powierzchniowym sposrod pozostatych roztworéw (R2 - 29,38 mN/m oraz R4 -
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35,32 mN/m) i w przypadku rozpraszania z uzyciem JN-1 obserwowane sg zdecydowane
najnizsze wydajnosci (R2 — 264,33 mg/min oraz R4 - 303 mg/min). Takiej tendencji nie
zauwazono w przypadku nebulizatora siateczkowego VMN-2.
Parametry oceny ilosciowej wlasciwosci uwalnianych aerozoli

Kontynuujac rozwazania nad zalezno$cig pomiedzy sposobem dziatania nebulizatora
I wlasciwos$ciami aerozolu, przeanalizowano rozktady wielkosci kropel (Rys. 10.32)
otrzymanych w wyniku rozpraszania lekoéw w formie roztworu (RS) oraz zawiesiny (Z6).
Mozna zaobserwowaé, ze rozktady wiclkosci kropel otrzymanych w wyniku uzycia
nebulizatorow siateczkowych sa wezsze niz w przypadku urzadzenia pneumatycznego.
Jednocze$nie, zauwazono, ze wartosci Dv(50) sa znacznie wigksze w przypadku aerozoli
otrzymywanych z nebulizatoréw siateczkowych niz nebulizatora pneumatycznego. Rdznica we
wiasciwosciach fizykochemicznych tj. napieciu powierzchniowym cechujagcym zawiesing
(40,6 mN/m) 1 roztwoér leku (59,4 mN/m) odgrywa role drugorzedng i tylko w nieznaczny

sposob wptywa na wielkos¢ kropel.
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Rys. 10.32 Rozkiad wielkosci kropel wytwarzanych poprzez atomizacje lekéw RS (roztwér — po lewej)

oraz Z6 (zawiesina — po prawej) w czterech typach nebulizatoréw pneumatycznym JN-1 i
siateczkowych VMN-1, VMN-2 i VMN-3

Znaczacg rolg konstrukcji nebulizatora dla wielkosci uwalnianych kropel potwierdzaja
takze badania rozktadéw wielko$ci kropel powstalych w wyniku rozpraszania lekow
inhalacyjnych. Leki, dla ktorych wyniki przedstawiono na wykresie Rys. 10.33, charakteryzuja
si¢ podobng lepko$cia dynamiczna, ale r6znig si¢ napieciem powierzchniowym w zakresie od
59,4 (R5) do 29,4 mN/m (R2). Analizujac, $rednicg Dv(50) dla lekow w postaci roztworow nie
stwierdzono znacznego wplywu napiecia powierzchniowego na wielkos$¢ kropel. Dla zawiesin
w przypadku nebulizatora pneumatycznego JN-1 wartosci udziatu kropel drobnych oraz Dv(50)

byty na podobnym poziomie w przypadku lekow R1-RS5, za$ roznity si¢ dla Z5 i Z6. Roznic
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takich nie stwierdzono w przypadku stosowania nebulizatorow VMN. Poréwnanie pokazuje,
ze korzystniejszymi wiasciwosciami, pod wzgledem terapeutycznym, charakteryzuje si¢
aerozol emitowany z nebulizatora pneumatycznego JN-1. Pomimo wigkszej polidyspersyjnosci
(GSD=1,8-1,9) niz VMN-3 (GSD ok. 1,5), aerozol ten ma wlasciwosci umozliwiajgce wicksza

penetracje phuc.
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Rys. 10.33 Srednica Dv(50) kropel (po lewej) i udzial objetosciowy frakcji kropel drobnych (po prawej)
emitowanych z wybranych lekoéw inhalacyjnych przy uzyciu IN i VMN

Podobne wnioski wynikaja z réznic pomiedzy nebulizatorem JN-1 a VMN-2 stwierdzono
w badaniach zawiesin lekoéw inhalacyjnych (Rys. 10.34) m.in. poréwnujac lek oryginalny Z1 z
jego odpowiednikami (generykami: Z2, Z3 i Z4). Rowniez w tym przypadku odnotowano
korzystniejsze wielkosci kropel emitowanych z nebulizatora pneumatycznego (Dv(50) 4,5-5,0
um) niz siateczkowego (Dv(50) 6,1-6,5 um). Wigze si¢ to rowniez z wigkszym udzialem
pozadanych kropel drobnych tj. o Srednicy ponizej 5 pum. Mozna takze zauwazy¢ wyniki
uzyskane dla VMN sa duzo bardziej powtarzalne niz dla JN. Rozbiezno$ci pomiedzy
wielkosciami kropel otrzymanymi w wyniku rozpylania lekéw generycznych i oryginalnego
mozna thumaczy¢ rdéznicami w skladzie wynikajacymi ze stosowanych substancji
pomocniczych, co wigze si¢ z roznicami we wlasciwosciach fizykochemicznych (podrozdziat
10.1.2). W generykach ilos¢/stezenie API musi by¢ identyczne jak w lekach oryginalnych.

Podsumowujac ta czg$¢ badan, nalezy podkreslic, ze czynnikiem determinujacym
wielkosci emitowanych kropel jest konstrukcja nebulizatora, a dla danego urzadzenia znaczenie

majg zjawiska zwigzane z wlasciwosciami fizykochemicznymi.

156



Dv(50) (um)

[E=N
1

JN-1 m VMN-
6 J_l “ I.l
0 |
Z1 72 73 74

Rys. 10.34 Srednica Dv(50) kropel uzyskiwanych w wyniku rozproszenia wybranych zawiesinowych
lekéw inhalacyjnych: (Z1 - oryginalnego i Z2-Z4 — generycznych) w nebulizatorach:
pneumatycznym i siateczkowym

Analiza morfologii czgstek oraz rozpadu agregatow czgstek zawiesin w wWyniku atomizacji w
nebulizatorach siateczkowych

Poprzez oceng morfologii czastek substancji aktywnej (ich strukture, ksztalt) oraz tendencji
do agregacji i sedymentacji (wyniki opisane w podrozdziale 10.1.2.1 i 10.1.2.2) mozna ocenié
wplyw procesu atomizacji przebiegajacym w nebulizatorach siateczkowych (opis
przedstawiono w podrozdziale 6.1.2.2.2) na lek w postaci zawiesiny.

Oceng rozpadu agregatow czastek APl w wyniku atomizacji zawiesin inhalacyjnych
w nebulizatorach VMN oparto o analize obrazéw dwuwymiarowych (Rys. 10.35 i 10.36 Z1-
Z4 B oraz C). Po rozpyleniu czyli przej$ciu cieczy przez wibrujagca membran¢ nebulizatora
przeprowadzono analiz¢ rozkladu wielkosci czastek API, po zebraniu aerozolu
wyemitowanego z nebulizatora. Stwierdzono, ze w przypadku nebulizatora VMN-1, jedynie w
zawiesinie Z4 wystepuje duza liczba czastek w probce. W pozostatych przypadkach mamy do
czynienia z mniej licznymi zageszczeniami agregatow drobnych czastek lub czastkami o
wiekszych rozmiarach. Natomiast VMN-2 w przypadku kazdej z badanych zawiesin
charakteryzuje si¢ licznymi skupiskami czgstek o zroznicowanych wymiarach. Taka sytuacja
moze by¢ spowodowana duza liczba matych czastek tworzacych struktury agregatow w
zawiesinie Z4. W wyniku intensywnej wibracji membrany dochodzi do rozbicia skupisk
czastek 1 nastepuje emisja kropel zawierajgcych drobne czgstki. Ciecz, zawierajaca czesciowo
rozbite juz agregaty, wnika do otworéw membrany, w ktoérych poddana jest napr¢zeniom
$cinajagcym. W tym momencie moze doj$¢ do ostatecznego rozbicia skupisk czastek. Rdznice
pomiedzy liczebnoscig czastek w probkach VMN-1 i VMN-2 moga wynika¢ rowniez z r6znic

w wielko$ci poréw membrany, pokazanych na Rys. 6.4.

157



Ocen¢ rozpadu agregatow czastek API podczas atomizacji zawiesin w nebulizatorach
VMN oparto rowniez o analiz¢ zmiany absorbancji (44bs). Przeprowadzone do§wiadczenie, w
ktorym emitowano zawiesiny lekéw inhalacyjnych o tym samym API (budezonid) w
nebulizatorach VMN-2 i VMN-3 (Rys. 10.37), umozliwito poréwnanie stabilno$ci w czasie: (i)
leku przed atomizacja (Z1 lub Z2), (i1) farmaceutyku zebranego z acrozolu tj. po przejsciu przez
membrang (ozn. Z1-skolekcjonowany lub Z2-skolekcjonowany) oraz (iii) preparatu, ktory nie
ulegl rozpyleniu i pozostal w komorze nebulizatora po ustaniu procesu atomizacji (ozn. Z1-

objetos¢ rezydualna lub Z2-objetos¢ rezydualna).

158



(O) ¢-NINA ZeJo
() T-NWA aziorezijngau m faulAoejeyul Azaa19 1oeziwore a1sa004d od zv.o (y) blovziwow pazid 77 1 [7 yovya] m [V ¥21sbzdo WS v123(p7 "Ge 0T SAY

wn oz M0'sx il 0sgL|wnogz  A0'sx il ShglL o Wn oz M0'sx 1 219170

A

cz

Eho,rm,‘

wn oz 0'sX il wn oz 06X

e —

wngo'z |4’

wnzod
wngg'o,

1z

wngg'y
»
Nk “ungg

wnze'o

unL gy

(D) Z-NIWA Od (9) T-NWA Od (v) aazydd

159



2 M 218HZ0 WA %ND%.\NV 9¢'0T’S
JE QRQ%NGN\N\: Az0210 1/ovZ1Iiop a15200.4d od zv.10 NE W.HQ%N.:\RQN% NMNN&QV 1 £7 Yovyaj dV Y
- M ! U ! !

0651 0
' i Begl 0 wnogz  vo'sx 7
wn e )0 GX

8G9l
wn oz 30'GX 1 )

NG L
?

|74

@i
;

wn gz X0'sx
wnoz  M0'ex .

wn g
unito
Auncan,

wngg'e A

¥4

uneez

: : WLYE  wnee't
dsam \ - .

wnzsz

% wnge'l Ixf

Mnge |

(v) a3zyd
(9) T-NINA Od
(D) -NWA Od

160



Przebieg krzywych AA4bs jest nieliniowy, przy czym leki nierozpylone charakteryzujg si¢
najwigksza dynamika zmian oznaczajaca najwicksze szybkosci opadania czastek (klarowania
zawiesiny). W przypadku obu badanych lekéw otrzymano podobne zaleznosci. Mniejszym
spadkiem absorbancji cechujg si¢ probki preparatu, ktory nie ulegt emis;ji (objetos¢ rezydualna).
W przypadku Z1 osiagni¢to poziom 61,5% (VMN-2) oraz 62,6% (VMN-3),aZ2 61,5% (VMN-
2) oraz 59,6% (VMN-3). Swiadczy to o pozostaniu czesci sedymentujacych czastek lub
agregatow w komorze nebulizatora po ok. 8 minutach trwania nebulizacji, ktore jednak opadaty
wolniej niz w leku niepoddawanym rozpylaniu. Swiadczy to o rozbiciu agregatow czastek
obecnych pierwotnie w formulacji. Najmniejsza dynamika przebiegu krzywych
charakteryzowaty si¢ probki po wykropleniu aerozolu. Skolekcjonowana probka zawiesiny Z1
cechowata si¢ spadkiem absorbancji do 70,4% w przypadku VMN-2 oraz 80,5% w przypadku
VMN-3. Natomiast skolekcjonowany farmaceutyk Z2 osiagnat 44bs na poziomie 68,5% w
przypadku VMN-2 oraz 75,9% w przypadku VMN-3. Takie zawezone zakresy spadkow
absorbancji swiadczace o wolniejszej sedymentacji wskazujg na rozbijanie agregatéw czastek
API podczas emisji cieczy w nebulizatorach siateczkowych, co odbywa si¢ w wyniku dziatania
wibracji ultradzwigkowych (ok. 100mHz).

110% — nzl 110% —— <22

° Zl—skc?lekc’jf)nowany zVMN-2 @ 72-skolekcjonowany z VMN-2
Z1-objgtosc martwa VMN-2 100% Z2-objetos¢ martwa VMN-2

100% : 2
:ii'si‘?"ikc}f’”OV\’ta”V\Z”\\;l'\l\/j”\;“a’ ; @ 72-skolekcjonowany z VMN-3
ooy, -objetosc martwa - 90% { &t @ Z2-objetos¢ martwa VMN-3

90%
s
. Soy o.. 8
£ 80% LA ) 0.9 R80% ‘E;’&i ii ®
3 2.9 S0 3 Yo, Pg.
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Rys. 10.37. Wzgledny spadek absorbancji zawiesiny Z1 (po lewej) i Z2 (po prawej) atomizowanej przy
zastosowaniu VMN-2 i VMN-3.
Wplyw wlasciwosci fizykochemicznych lekow inhalacyjnych na objetosé rezydualng
wybranych nebulizatorow
Whptyw wiasciwosci fizykochemicznych tj. napigcia powierzchniowego, lepkosci oraz
przewodnosci elektrolitycznej (przedstawione w podrozdziale 10.2.2), na RV oceniono na
przyktadzie rzeczywistych cieczy rozpylanych w aerozoloterapii — roztworéw oraz zawiesin

lekéw inhalacyjnych. Analizujac wplyw (Rys. 10.38) napigcia powierzchniowego, RV dla leku
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R4 (0=35,3 mN/m) zgodnie z przewidywaniami osigga nizszg wartos¢ W nebulizatorze
siateczkowym VMN-2 ok. 0,04 ml oraz w nebulizatorze pneumatycznym JN-1 0,42 ml niz R1
(6=40,8 mN/m): VMN-2 - 0,06 ml, a JN-1 - 0,43 ml. Lepkosci obu lekow sg podobne, a wigc
napigcie powierzchniowe jest tutaj dominujgca whasciwoscig decydujacg o wartosci RV. Dla
zawiesin lekow inhalacyjnych Z1 i Z5 z VMN-2 obserwuje si¢ mniejsze wartosci RV, co
wynika przede wszystkim z r6znych wartosci lepkosci oraz, W mniejszym stopniu, napigcia

powierzchniowego (Tab. 10.2).

0,5
HIN-1 mVMN-2

0,4 -

03 -

0,2 -

0,1 -

o J
R1 R4 71 5

Rys. 10.38 Srednie objetosci rezydualne nebulizatoréow VMN-2 i VMN-3 przy emisji wybranych lekéw
inhalcyjnych.

RV (ml)

Wplyw procesu atomizacji na temperature cieczy rozpylanej zawierajgcej leki inhalacyjne
Zmniejszajaca si¢ temperatura rozpylanej cieczy zawierajacej leki inhalacyjne moga
przektada¢ si¢ na zmiany w jakosci aerozolu w trakcie trwania procesu atomizacji, a CO za tym
idzie na skuteczno$¢ aerozoloterapii. Zbadane wcze$niej tendencje dotyczace wpltywu
wlasciwosci fizykochemicznych tj. napigcia powierzchniowego, lepkos$ci oraz przewodnosci
elektrolitycznej (przedstawione w podrozdziale 10.2.2), sprawdzono na przyktadzie
rzeczywistych ptynow stosowanych w terapiach inhalacyjnych. Przebieg krzywych AT na Rys.
10.39 wskazuje, ze obecno$¢ w lekach inhalacyjnych API w postaci czastek
nierozpuszczalnych oraz obecno$¢ substancji pomocniczych zmieniajacych wlasciwosci
fizykochemiczne ptynéw wodnych wptywaja na zakres spadku temperatur, przy czym ksztalt
krzywych (tj. dynamika zmian) zostaje zachowany. Zauwazono rowniez niewielkie rdznice
pomiedzy lekiem oryginalnym a generycznym, wynikajace prawdopodobnie z rdznic w
napigciu  powierzchniowym. Temperatura lekow inhalacyjnych podczas nebulizacji jest
obnizana w wigkszym stopniu niz w przypadku soli fizjologicznej (r6znica ta wynosi do 1,7C
- Tab. 10.7). Porownujac proces atomizacji roztworu soli fizjologicznej oraz lekow

inhalacyjnych, w ktorych faza wodna zawiera 0,9% NaCl, zauwazono, ze rozpylanie roztworu
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chlorku sodu prowadzi do mniejszego spadku temperatury niz rozpraszanie farmaceutykéw
(Rys. 10.39). Roznice zanotowano tez w przypadku rozmiaréw kropel. Mgty wytworzona z soli
fizjologicznej cechuja sie MMAD réwna ok. 4,5 um, za$ leki inhalacyjne - z zakresu 5,2-5,5

um. JN-1 emituje krople o podobnej wiclkosci w ciggu catego czasu trwania nebulizacji.

Tab. 10.7 Temperatura aerozolu w 3 minucie procesu atomizacji* podczas rozpylania wybranych
substancji i lekow.

Rozpylane substancje - T (C)

0,9% NaCl 0,1% BAC | 0,1% Tween 80 Z1 Z3 R4

[ IN-1 16,9+0,1 16,8+0,1 16,0+0,3 15,2+0,9 15,8+0,5 15,4+0,8

*punkt czasowy, w ktorym osiggnicto wartos¢ quasi-rownowagowsg temperatury

7

105%
100% L 6.5
95% L 6
90% L 55
= 85% s 5
8 2
5 s0% L 45 3
75% L 4
70% %75 - AT - . L 35
. |®0,9% NaClN-1 - AT 071 - IN-1- Dv(50)
65% 1573 - IN-1- Dv(50) 75 - IN-1 - Dv(50) 3
60% JOR4-IN-1-Dv(50) ©0.9% NaCl IN-1 - Dv(50)_ 25
0 s czas(s) 100 150 200

Rys. 10.39 Wzgledna zmiana temperatury wybranych lekow inhalacyjnych oraz soli fizjologicznej
oraz Dv(50) emitowanych kropel podczas nebulizacji w nebulizatorach pneumatycznych
JN-1i JN-2

10.3. Oddzialywanie skladnikéw inhalowanych aerozoli z surfaktantem

plucnym
10.3.1. Wyliczenie ilosci aerozolu deponowanego w ptucach

Wyniki uzyskane z pomiarow rozktadu wielkosci kropel aerozolu w poprzedniej czesci
(podrozdziat 0) zostaly zaimplementowane do modelu MPPD. W ten sposdb na podstawie
otrzymanych danych: §rednic Dv(50), GSD oraz wprowadzonych warunkéw obliczen zgodnie
z Tab. 9.11, otrzymano utamki depozycji mgly leczniczej w uktadzie oddechowym z
uwzglednieniem jego trzech odcinkdw: jama ustna-gardto, rejon od tchawicy do oskrzeli oraz
obszar plucny wymiany oddechowej, tj. mate oskrzeliki i pecherzyki ptucne, a takze
sumaryczny utamek depozycji (catos¢). Utamek depozycji stanowi ilo$¢ (masg) zdeponowang
w stosunku do ilosci zainhalowanej. Na Rys. 10.40. zestawiono ulamki depozycji kropel
powstajacych przy rozpraszaniu roztworéw (R1-R5) oraz zawiesin (Z5 i Z6) przy zastosowaniu

wybranych nebulizatorow: pneumatycznego i siateczkowego. Wybrane leki majg dzialanie
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lokalne i powinny si¢ deponowaé w obszarze oskrzeli, gdzie znajduja si¢ receptory, z ktorymi
docelowo zwigzane jest ich terapeutyczne dzialanie. Stad tez na wykresie po lewej stronie Rys.
10.40 przedstawiono utamek depozycji w tym obszarze dr6g oddechowych. Jak przedstawiono
w podrozdziale 5.2, na skutek réznych czynnikow dochodzi takze do niepozadanego osadzania
si¢ aerozolu w jamie ustnej i gardle. Zdeponowana w tym obszarze dawka nie ma zatozonego
dziatania leczniczego i po potknigciu ulega neutralizacji w zotadku, cho¢ moze ona wywolywaé
rowniez negatywne efekty uboczne. Zaobserwowano roznice w efektywnosci dostarczania leku
z roznych nebulizatorow. Swiadczy to, jak podkre§lano w analizie poprzedniego podrozdziatu
(podrozdziat 0), o dominacji konstrukcji urzadzenia ponad pozostalymi czynnikami
ksztattujacymi wielkosci kropel aerozolu. Z Rys. 10.40 wynika, Zze najwigksze utamki
depozycji aerozolu w obszarze oskrzeli zapewniaja nebulizatory siateczkowe VMN-2 i VMN-
3. Nebulizator pneumatyczny charakteryzuje si¢ mniejszymi wielkosciami depozycji. Znaczace
réznice pomigdzy utamkami depozycji lekdw uwidocznily si¢ przy emisji aerozolu
wygenerowanego z VMN-1. Obserwujemy obnizone wielkosci udziatu w przypadku zawiesin
oraz roztworu R5. Obecnos$¢ czastek w potaczeniu z obnizonym napigciem powierzchniowym
decydujac o wielkos$ci kropel moze wptywac na taki przebieg depozycji.

Drugim miejscem niepozadanej depozycji jest obszar wymiany oddechowej
(pgcherzykowy). Zdeponowany w tym miejscu aerozol moze wptywac na ptyn ptucny (w tym:
surfaktant phlucny), ktorego poprawny sktad i wilasciwosci sg kluczowe dla zapewnienia
prawidlowej mechaniki oddychania oraz przebiegu procesow fizjologicznych w ptucach
(podrozdziat 5.4). Wykres przedstawiony po prawej stronie Rys. 10.40. obrazuje wielkos¢
depozycji w miejscu, w ktorym moze doj$¢ do niepozadanej interakcji leku z ukladem
oddechowym. Najwiekszymi warto§ciami utamkow depozycji w tym obszarze odznaczaty si¢
nebulizatory VMN-3 i JN-1. Oba te urzadzenia generujg aerozol o rowniez stosunkowo
niewielkim udziale utamkoéw depozycji w gornych drogach oddechowych, na poziomie ok.
20% (Rys. 10.Z.9). Nie wida¢ znaczacych roznic pomigdzy emisja poszczegodlnych lekow przy
zastosowaniu tego samego nebulizatora. Z kolei, VMN-1 i VMN-2 cechuje znacznie obnizona
w stosunku do pozostalych wielko$¢ udziatu depozycji w obszarze pgcherzykow ptucnych i
oskrzelikéw. Znoé6w znaczace rdéznice pomigdzy utamkami depozycji lekow uwidocznity si¢
przy emisji aerozolu wygenerowanego z VMN-1. Rdznice te wystepuja w przypadku lekow o
najnizszym napigciu powierzchniowym. Zmiany zaobserwowano rowniez w przypadku
depozycji w gornych drogach oddechowych (bez jamy nosowej) w postaci znaczacego wzrostu
(Rys. 10.Z.9.). Wszystkie testowane nebulizatory charakteryzuja si¢ stosunkowo duza

depozycja niepozadang w stosunku do docelowego miejsca osadzania.
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Rys. 10.40. Utamek depozycji kropel zawierajgcych leki inhalacyjne w postaci roztworu RI-R5 oraz
zawiesiny Z5-Z6 przy uzyciu wybranych nebulizatorow w odniesieniu do poszczegolnych
odcinkéw uktadu oddechowego. tchawica-oskrzela (po lewej) i oskrzeliki-pecherzyki ptucne

(po prawej).

0,8 0,8

0,7 - mZ1JN-1 W72 JN-1 0,7 EZ1VMN-2  EZ2VMN-2
Zo6 mZ3JN-1 EZ3VMN-2  EZ4VMN-2
o)
20,5
8
00,4
©
<$0,3
€
£0,2
=}

0,1

0,0

N N @ 5y
>
>é& \éxz ‘(\O\$ (J%\O
o’ ¥
& &
N\ '
< S &
\’b ,\CQ C\'

Rys. 10.41. Porownanie utamkow depozycji kropel aerozolu leku oryginalnego i jego odtworczych
odpowiednikow rozpraszanych w nebulizatorze JN-1 (po lewej) i VMN-2 (po prawej) w
poszczegolnych odcinkach uktadu oddechowego.

Na Rys. 10.41. dokonano poroéwnania depozycji leku oryginalnego i jego odtwoérczych
odpowiednikéw atomizowanych w wybranych nebulizatorach: pneumatycznym i
siateczkowym. Odnotowano rozbiezno$ci pomigdzy depozycja aerozoli z urzadzenia JN i
VMN. To kolejny dowdd potwierdzajacy zasadniczy wpltyw konstrukcji urzadzenia, w
porownaniu z pozostatymi czynnikami, na jako$¢ aerozolu. VMN-2 odznacza si¢ wicksza
depozycja w obszarze oskrzeli oraz w gornych drogach oddechowych niz JN-1 i przektada si¢
to na wigkszg sumaryczna depozycje. Na te réznice ma wpltyw przeptyw powietrza, ale takze

jego dynamika, od ktorej uzaleznione s3 mechanizmy depozycji. Dodatkowo nalezy zauwazy¢,

165



ze przedstawione utamki sumarycznie nie wynosza 100%, co oznacza czeSciowa emisj¢
aerozolu do otoczenia w powietrzu wydychanym.

Do modelu réwniez zaimplementowano wyniki z pomiaréw rozktadu wielkosci kropel
chmury aerozolowej powstalej poprzez rozpraszanie roztworéw zawierajacych chlorek sodu w
roéznych nebulizatorach. Roztwory soli fizjologicznej a nawet o wigkszej zawartosci NaCl (3%
lub 5%) sa stosowane w inhalacjach w celu nawilzenia lub obkurczenia obrzeku blon
sluzowych w uktadzie oddechowym. Uzyskane wyniki obliczen (Rys. 10.42.) pokazuja, ze
obecnos$¢ elektrolitu ma w niewielkim stopniu wptyw na wielko$¢ depozycji. Wzrost
przewodnosci elektrolitycznej sprzyja nieznacznemu wzrostowi calo$ciowej depozycji, co
wynika ze wzrostu udziatu zdeponowanych kropel w gornych drogach oddechowych przy

nieznacznym spadku w cz¢sci oddechowej. Zmiany te sg nieznaczne, za wyjatkiem VMN-2.

0,8

m0,9% NaCl JN-1 5% NaCl JN-1
0,7 A m0,9% NaCl VMN-1 W 5% NaCl VMN-1

0.6 0,9% NaCl VMN-2 5% NaCl VMN-2

W 0,9% NaCl VMN-3 5% NaCl VMN-3
0,5 A1
0,4 A
0,3 4

0,2 A1

0,1 +

0,0

Jama ustna-krtan Tchawica-oskrzela Czes¢ oddechowa Catos¢

Rys. 10.42. Porownanie utamkow depozycji kropel aerozolu roztworow chlorku sodu rozpraszanych
przy uzyciu wybranych nebulizatorow w poszczegolnych odcinkach uktadu oddechowego.

Na Rys. 10.Z.10. pokazano wptyw lepkosci na rozktad depozycji kropel w uktadzie
oddechowym. Wzrost lepkosci obniza depozycje w gornych drogach oddechowych i odcinku
obejmujacym oskrzela oraz wyraznie zwigksza depozycje w obszarze wymiany gazowej.
Odnosi to skutek w obnizeniu catkowitej depozycji kropel. Wyniki te $wiadcza, ze wzrost
lepkos$ci sprzyja ukierunkowaniu depozycji na najglebsze partie pluc, co moze zostaé
wykorzystane przy lekach inhalacyjnych o dziataniu systemowym. Natomiast wplyw napigcia
powierzchniowego na depozycje acrozolu w plucach jest znacznie mniejszy. Obecno$¢ Tween
80 i BAC w dwoch stezeniach nieznacznie zmieniaja warto$ci utamkow depozycji w przypadku
JN-1 i VMN-3 (Rys. 10.Z.11.), za to zmiany s3a widoczne w przypadku dwodch pozostatych

nebulizatoréw siateczkowych. W obecnosci BAC znacznie spada depozycja w gornych drogach
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oddechowych i roénie w obszarze wymiany gazowej. Z kolei, obecnos¢ Tweenu 80 prowadzi
do przeciwnej zaleznosci.

Otrzymane wyniki pokazaly, ze najwigkszy wpltyw na przestrzenny uktad depozycii,
sposroéd badanych wlasciwosci fizykochemicznych, ma lepko$¢. Wynika to wprost z jej
wplywu na wielko$¢ kropel powstajacych w nebulizatorze. Na Rys. 10.43. pokazano przebieg
depozycji aerozolu zawierajacego krople powstate przy rozpraszaniu roztworoOw
modyfikatorow lepkosci pochodzenia naturalnego: agaru, gumy ksantanowej i hialuronianu
sodu w wodzie lub w soli fizjologicznej. Zmiany na skutek obecnosci biopolimeréw
zauwazono jedynie w rejonach peryferyjnych, a ulamki depozycji w obszarze oskrzeli
utrzymywaly si¢ na podobnym poziomie ok. 17,5% niezaleznie od rodzaju biopolimeru oraz
jego zawarto$ci. Potwierdzono to, ze konstrukcja urzadzenia, decydujac o wielkosci kropel,
najsilniej wplywa na depresje¢, jednak wlasciwosci fizykochemiczne mogg w pewnym stopniu
wptywac na depozycje w najglebszych obszarach ptuc oraz w jamie ustnej. Wartosci utamkow
depozycji w odcinku jamy ustnej-krtani podczas inhalacji aerozolu powstatego z wodnych
roztworé6w agaru fluktuuja wokot Sredniej wartosci ok. 19% i wystepuje to dla obu
nebulizatorow pneumatycznych. Fluktuacje wartosci udzialow procentowych depozycji
odnotowano réwniez w przypadku najglebszego obszaru ptuc. Wartosci te utrzymywaty sie na
poziomie ok. 25%, a wigc wyzszej niz dla roztworéow chlorku sodu (Rys. 10.42) czy lekow
inhalacyjnych (Rys. 10.41). Obecnos$¢ jonow chlorku sodu w roztworach biopolimeréw nie
wplywa w znacznym stopniu na opisane zalezno$ci. Podobne fluktuacje utamkow depozycji
wystepuja podczas inhalacji aerozolu wodnych roztworéw hialuronianu sodu, i utrzymujg sie
one w zakresie ok. 17,8-21,5% (JN-1) oraz ok. 15,5-18,2% (JN-2) w przypadku obszaru jama
ustna-krtan oraz w zakresie ok. 24,4-25,4% (JN-1) oraz ok. 26,2-27 % (JN-2) w obszarze
wymiany oddechowej. Z kolei, obecno$¢ kationow sodowych i aniondw chlorkowych silnie
oddzialuje na molekuty SH, co przenosi si¢ rowniez na depozycje w uktadzie oddechowym.
Zauwazono znaczgcy wzrost wartosci utamkéw depozycji w odcinku jama ustna-krtan oraz
spadek tych warto$ci w czesci oddechowej w przypadku JN-1. Natomiast JN-2 cechowat si¢
mniej raptownymi zmianami, lecz odnotowano przeciwne tendencje, zwlaszcza przy mniejszej
zawarto$ci polimeru w probce. Wraz ze wzrostem st¢zenia rozbiezno$ci warto$ci si¢
niwelowaty. Najwigksze rozbiezno$ci miedzy dziataniem obu nebulizatorow pneumatycznych
zauwazono przy analizie emisji roztworoOw zawierajagcych gume ksantanowg przy stezeniach
1,5-4mg/ml. Wzrost zawartosci biopolimeru w przypadku emisji z uzyciem JN-1 obnizyt udziat
depozycji w rejonie pecherzykow ptucnych kosztem wzmozonego osadzania w jamie ustnej

wzrost wielko$ci kropel). Z kolei, w przypadku JN-2 zauwazono odwrotng tendencje. Mniejsza
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depozycja w gornych partiach uktadu oddechowego jest korzystniejsza ze wzgledu na mniejsze
skutki uboczne. Roztwory XG réwniez wykazuja powinowactwo do jonéw soli NaCl, co mozna
zauwazy¢ w zmianach w wielko$ci udziatow.

Otrzymane wyniki pozwolity na oszacowanie st¢zenia leku w obszarze pgcherzykoéw
plucnych przy zatozeniu idealnie réwnomiernej depozycji w plucach. Przy wyznaczaniu
maksymalnej objetosci cieczy zdeponowanej w obrebie pecherzykéw ptucnych, na podstawie
wyznaczonych teoretycznych wydajnosci depozycji aerozolu, przyjeto, ze atomizacji poddano
2 ml cieczy. Oszacowane st¢zenie wyznaczono jako nominalny stosunek cieczy rozpylanej do
surfaktantu plucnego (przyjeto objetos¢ rowng 30 ml). W tabeli 10.Z.4. zamieszczono uzyskane
stezenia lekow 1 modyfikatoréw. Ze wzgledu na niewielkie wahania otrzymanych wynikéw, do
dalszych badan przyjeto warto$¢ stezenia 0,018 ml dodatku tj. leku lub modyfikatora/ml

surfaktantu.
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Rys.10.43.

stezenie biopolimeru (mg/ml)
SH — jama ustna-krtan

stezenie biopolimeru (mg/ml)
SH — cz¢$¢ oddechowa

Utamek depozycji aerozoli zawierajqcych: AG, XG i SH wytwarzanych przy uzyciu JN-1
i IN-2 w poszczegolnych obszarach uktadu oddechowego: jama ustna-krtan (gora) i

oskrzeliki-pecherzyki ptucne (dot).
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10.3.2. Oddziatywania z modelem lipidowym surfaktantu ptucnego (LM)
10.3.2.1. Charakterystyka modelu lipidowego LM oraz badanie odziatywan z

substancjami modyfikujgcymi przewodnosc¢ elektrolityczng i napiecie

powierzchniowe
Badania wtasciwosci modelu lipidowego surfaktantu plucnego prowadzono podczas
izotermicznej kompresji monowarstwy uformowanej na powierzchni woda-powietrze przez
zaadsorbowane fosfolipidy i lipidy obojetne tworzgce model LM w obecno$ci substancji
pomocniczych — 0,9% NaCl i 0,01% Tween 80 (stezenie 0,018 ml dodatku /ml). Otrzymano
izotermy kompresji z-A (Rys. 10.44 — lewy wykres), ktore pozwolity rowniez na wyznaczenie
wspolczynnika $cisliwosci ¢t w funkcji 7 (Rys. 10.44 — prawy wykres). W Tab. 10.8
porownano wplyw badanych dodatkow na LM oraz monowarstwe¢ DPPC na podstawie
charakterystycznych parametréow izotermy kompresji oraz zaleznoci Cs (). Oprocz wartoscei
maksymalnego wspotczynnika $cisliwosci, wymieniono rowniez wartosci powierzchni A/Amax
oraz wartoéci Cs* przy m=30 mN-m™. Zdecydowano sie na takg referencyjng warto$¢ ci$nienia
powierzchniowego, gdyz w badanym przypadku (model LM) cs! osigga wartosci nawet

powyzej 250 mN-m™, po przej$ciu monowarstwy w stan zestalony (S — zob. podrozdziat 5.4.5).

100

50 V] 700 .
LM+Tween 80 0,00146 (0,018 ml/ml)
40 J® LM+0,9% Nacl (0.018 mi/ml) 600 &0 | °
40
500
— o € 20 | rlt
£ 301 °® > 400 ®
% PY é 0 5 10 15 20
— [ ) — 300
e 20 A ® \
[ ) © (]
200
10 1 ®
100 ..00‘
0 T T |¥‘,‘ O L A 4 o T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 10 20 30 40 50
A/Amax 1T, (mN/m)

Rys. 10.44. lzotermy kompresji (po lewej) i zaleznosé¢ wspolczynnika Scisliwosci powierzchni
miedzyfazowej woda-powietrze (po prawej) w obecnosci DPPC i cholesterolu (8:2)przy
roznym skiadzie lipofazy (T=37°C £ 0,3°C)

Zalezno$¢ cisnienia powierzchniowego od powierzchni wzglednej A/Amax (Rys. 10.44 —
lewy wykres) pokazuje zmiany w organizacji monowarstwy w wyniku oddziatywan miedzy
molekutami fosfolipidu DPPC a czasteczkami cholesterolu. Kompresja w oczywisty sposéb
zmniejsza dystans miedzy czasteczkami na powierzchni, co wplywa na konfiguracje tancuchow
weglowodorowych fosfolipidu i wzmacnia interakcje z lipidem obojgtnym. Zwraca uwage
rowniez wystgpowanie charakterystycznego obszar plateau odpowiadajacego przejsciu
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fazowemu LE-LC przy z=1-5 mN/m. Jego przebieg jest jednak inny niz w przypadku izotermy
samej DPPC (Rys. 10.Z.12). Ponadto, w zgodzie z doniesieniami literaturowymi(169,311-313)
odnotowano, ze obecno$¢ cholesterolu odpowiada za mniej gwaltowne przejscia miedzy
kolejnymi  stanami  organizacji monowarstwy. Molekuly cholesterolu  roztozone
w monowarstwie lipidowej tworzg ciasniej upakowane domeny niz czgsteczki czystej DPPC.
Prowadzi to do nagtego wzrostu ci$nienia powierzchniowego, co jest charakterystyczne dla
sztywnych monowarstw. Analizujgc izoterme¢ z-A uktadu: LM+0,9% NaCl (0,018 mi/ml)
zauwazono, ze obecno$¢ jondéw chlorkowych 1 sodowych rowniez wplywa na stan
monowarstwy. Moze by¢ to spowodowane zmiang tadunku powierzchniowego molekut
obecnych na powierzchni miedzyfazowej. Szybszy wzrost ci$nienia powierzchniowego przy
mniejszej zmianie powierzchni oraz zanik tzw. obszaru wyptaszczenia wynika z tworzenia
przez kationy sodowe wigzania z grupami karbonylowymi DPPC, oraz z tworzenia przez
aniony chlorkowe tzw. chmury jonowej wokot grup cholinowych®?). Rowniez obecnosé
Tweenu 80 w hipofazie oddziatuje z czasteczkami LM na powierzchni ciecz-gaz i tym samym
wplywa na przebieg kompresji monowarstwy.

Jak wykazano w podrozdziale 5.4.5, zalezno$¢ wspotczynnika $cisliwosci od ci$nienia
powierzchniowego utatwia analize zmian w organizacji czasteczek monowarstwy na granicy
faz powietrze/woda pod wptywem innych substancji. W niewielkim zakresie kompresji
monowarstwy LM tj. dla = ponizej 1,2 mN/m oraz 1,2- 6,8 mN/m obserwujemy odpowiednio
stan gazowy oraz stan cieczy rozpre¢zonej. Z kolei, w szerokim zakresie « tj. od 6,8 do 28,0
mN/m utrzymuje si¢ stan LC, za§ powyzej zaobserwowano stan staly. Takie zakresy
wystgpowania standw organizacji monowarstwy sa spowodowane obecnoscig cholesterolu w
filmie zawierajagcym DPPC. Czasteczki tego lipidu obojetnego sprzyjaja przesunigciu (W
poroéwnaniu do monowarstwy samej DPPC) izoterm kompresji w kierunku nizszych wartosci
ci$nienia powierzchniowego oraz nizszego pola powierzchni. Wigze si¢ to z koniecznoS$cia
zwigkszenia wymaganego stopnia kompresji GLI do uzyskania podobnych z i tym samym
obnizenia o od warto$ci poczatkowej (owody)(zaleznos$¢ pomigdzy o a = pokazuje rownanie 5.6)
(Tab. 10.8). Obecnos¢ NaCl znaczaco wptywa na organizacj¢ monowarstwy poprzez zawezenie
zakresu wystepowania stanu gazowego G monowarstwy, rozszerzenie zakresu wystgpowania
stanu cieczy skondensowanej LC oraz obnizenie wartos$ci ci$nien powierzchniowych, w
ktorych odnotowane sg przejscia fazowe G/LE i LE/LC. W obecno$ci jonow sodowych i
chlorkowych ponizej 0,05 mN/m obserwujemy stan G, 0,05-8,8 mN/m LE, a LC od 8,8 do 38
mN/m. Powierzchnia Aso/Amax ulegta niewielkiemu zwigkszeniu, a maksymalny Cs*

zdecydowanie obnizyt si¢, co rowniez $wiadczy o interakcjach jonow z lipidami (Tab. 10.8).
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Podobnie do zmian przewodnosci elektrolitycznej] wywotanych obecnoscig NaCl, zmiany
napigcia powierzchniowego wywolanego dodatkiem Tweenu 80 odgrywaja duza role. Tween
80 powoduje przesunigcie izotermy w kierunku mniejszych warto$ci ci$nienia
powierzchniowego, przez co obserwuje si¢ wspotistnienie stanow LE/LC oraz stan gazowy
w szerokich zakresach kompresji. Taki przebieg $wiadczy o intensywnej wymianie molekut
migdzy powierzchnig a hipofaza (procesy adsorpcji/desorpcji). O oddzialywaniach Tween 80-
cholesterol oraz Tween 80-DPPC §wiadcza rowniez otrzymane dane powierzchni Aso/Amax,
ktore ulegly znaczacemu obnizeniu (Tab. 10.8).

Tab. 10.8. Charakterystyczne parametry izotermy kompresji orvaz krzywej wspotczynnika scisliwosci

powierzchni  miedzyfazowej woda-powietrze w obecnosci monowastwy mieszanej
DPPC/cholesterol (8:2) lub DPPC, z uwzglednieniem wplhywu NaCl (0,9%) lub Tween 80

(0,01%)
LM+Tween | DPPC+Tween | LM+0,9%
Parametry LM DPPC | 800.001% | 800,001% NaCl
Aol Amax 16.74:0.08 | 44.32:1.02 | 14450004 | 2952:0.11 | 52.3622.15
71 —
Cs (Iﬁg_y;l) 30 1 419572324 | 231,02+0,83 | 16,46+0,10 | 249384320 | 71,78+0,73
max Cs™?
ey 505 804+31,06 | 1258,96+4.15 | 60.1241,00 | 249,38+320 | 249.30+6,08

*w badanym zakresie ci$nienia powierzchniowego

Dodatkowe informacje na temat zmian organizacji monowarstwy na skutek oddziatywan
jej sktadnikow z dodatkami w postaci substancji pomocniczych sg obserwacje w mikroskopie
kata Brewstera (BAM). Uzyskane obrazy BAM (Rys. 10.45) ilustruja zmiany organizacji
domen powierzchniowych podczas jednostajnej kompresji GLI. Aby sprobowaé zrozumiec
wplyw kazdego sktadnika modelu LM, przedstawiono zdjecia wykonane w przypadku czystego
DPPC oraz DPPV-cholesterol (8:2). Przy z~0 mN/m (stan gazowy), nie zaobserwowano
zadnych roznic, co wynika z duzych odleglosci pomigdzy chaotycznie poruszajacymi si¢
molekutami na GLI. Pierwsze struktury czasteczkowe na powierzchni obserwowane sa przy
ci$nieniu powierzchniowym 10 mN/m w przypadku LM oraz 17 mN/m w przypadku DPPC.
Zaobserwowane domeny ilustrujace obszary cieczy rozprezonej majg podobne koliste ksztalty
(jasne plamki na ciemnym tle) tj. obszary molekut przyciaggajacych sie do siebie. Struktury te
w uktadzie LM (DPPC-CHOL) pojawiajg si¢ przy nizszym © niz w przypadku DPPC, co
$wiadczy o roli cholesterolu w ich formowaniu. Przy wzroscie 7 do 23 mN/m osiagany jesli
charakterystyczny dla monowarstwy DPPC stan przejsciowy LE-LC (nieobecny, gdy
monowarstwa zawiera CHOL), i w tym momencie pojawiaja si¢ typowe dla tej czasteczki
struktury w postaci jasnych, waskich pasm, ktorych liczba wraz z dalsza kompresjg ros$nie w

miarg zblizania si¢ do z=28 mN/m (stan LC). Intensyfikacja jasnego koloru, wynikajaca ze
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zmniejszenia odleglo$ci pomiedzy czasteczka a zrodiem $wiatla/detektorem, $wiadczy o
pionowej orientacji molekut fosfolipidu przy kondensacji monowarstwy. W obecnosci
cholesterolu monowastwa ulega usztywnieniu. Nie obserwuje si¢ stanu przejsciowego ani
struktury pasoéw, gdyz oddziatywanie DPPC-CHOL jest na tyle silne, ze molekuty DPPC nie
przyjmujg wowczas orientacji pionowej. Zauwazalne jest za to tworzenie na powierzchni
licznych pgcherzykowatych domen, ktore wraz z dalsza kompresja stajg si¢ liczniejsze i silniej
bardziej skondensowane, 0 czym §wiadczy ich wigksza jasno$¢ na obrazach BAM.

Oddzialywania molekut w ukltadzie jednosktadnikowym a dwusktadnikowym
analizowano takze i w obecno$ci Tweenu 80. W stanie gazowym (1 mN/m) nie odnotowano
r6znic, ze wzgledu na zerowy wplyw obecnosci molekut Tweenu 80 na rozmieszczone w duzej
odlegtosci lipidy. W stanie cieczy rozprgzonej tj. przy cisnieniu powierzchniowym ok. 18
mN/m (DPPC) oraz 10 mN/m (LM) zaczynaja pojawiac si¢ skondensowane struktury. Maja
one w uktadzie mieszanym (DPPC-CHOL) charakterystyczny pecherzykowy ksztatt. Wraz ze
wzrostem cisnienia powierzchniowego do 23 mN/m (stan przejsciowy dla DPPC) oraz 15
mN/m (DPPC-CHOL) zaczynaja powstawac liczne duze domeny. Wptyw Tweenu 80 na
organizacj¢ molekut w monowarstwie jednosktadnikowej (DPPC) potwierdza brak obecnosci
charakterystycznych pasow a w to miejsce - formowanie domen o kulistym ksztaltcie. Przy
upakowanym filmie tj. z=26 mN/m i z=19 mN/m domeny powigkszaja si¢, staja si¢ liczniejsze,
aich krawedzie stajg si¢ gladsze. Dodatkowo w tym stanie organizacji monowarstwy,
w przypadku czystej DPPC z dodatkiem Tweenu 80 widoczne sg charakterystyczne pasy
(jasnoszare) tworzone przez agregujace molekuty lipidu. Obserwowane zmiany organizacji
molekut lipidu na GLI odzwierciedlaja wyniki uzyskane z pomiaréw izoterm z-A oraz
wyznaczonych wartos$ci wspotczynnika §cisliwosci powierzchni.

Oddzialywania molekut w ukladzie jednoskladnikowym a dwuskladnikowym
analizowano takze i w obecnosci Tweenu 80. W stanie gazowym (1 mN/m) nie odnotowano
roznic, ze wzgledu na zerowy wpltyw obecnosci molekul Tweenu 80 na rozmieszczone w duzej
odleglosci lipidy. W stanie cieczy rozprgzonej tj. przy cisnieniu powierzchniowym ok. 18
mN/m (DPPC) oraz 10 mN/m (LM) zaczynaja pojawia¢ si¢ skondensowane struktury. Maja
one w uktadzie mieszanym (DPPC-CHOL) charakterystyczny pecherzykowy ksztatt. Wraz ze
wzrostem cisnienia powierzchniowego do 23 mN/m (stan przejsciowy dla DPPC) oraz 15
mN/m (DPPC-CHOL) zaczynaja powstawac liczne duze domeny. Wptyw Tweenu 80 na
organizacje¢ molekul w monowarstwie jednosktadnikowej (DPPC) potwierdza brak obecnosci
charakterystycznych pasow a w to miejsce - formowanie domen o kulistym ksztalcie. Przy

upakowanym filmie tj. z=26 mN/m i z=19 mN/m domeny powigkszaja si¢, staja si¢ liczniejsze,
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aich krawedzie stajg si¢ gladsze. Dodatkowo w tym stanie organizacji monowarstwy,
w przypadku czystej DPPC z dodatkiem Tweenu 80 widoczne sg charakterystyczne pasy
(Jasnoszare) tworzone przez agregujace molekuly lipidu. Obserwowane zmiany organizacji
molekut lipidu na GLI odzwierciedlaja wyniki uzyskane z pomiarow izoterm z-A oraz

wyznaczonych warto$ci wspotczynnika §cisliwosci powierzchni.

DPPC — 0 mN/m DPPC — 17 mN/m DPPC — 23 mN/m DPPC — 28 mN/m
LM — 0 mN/m LM —10 mN/m LM — 25 mN/m LM — 35 mN/m

DPPC+Tween 80 DPPC+Tween 80 DPPC+Tween 80 DPPC+Tween 80
0,01% — 1 mN/m 0,01% — 18 mN/m 0,01% — 23 mN/m 0,01% — 26 mN/m

LM+Tween 800,01% LM+Tween 800,01% LM+Tween 800,01% LM+Tween 80 0,01%
—1mN/m —10 mN/m —15mN/m —19 mN/m
Rys. 10.45. Obrazy BAM monowarstw DPPC oraz DPPC-Cholesterol (8:2) — ozn. LM utworzonej na
powierzchni wody lub wody z dodatkiem Tweenu 80 (0,01%)
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10.3.2.2. Interakcje pomiedzy modelem surfaktantu plucnego LM a lekami
inhalacyjnymi
Dalsze wyniki izotermicznej kompresji monowarstwy LM umozliwily analize zmian w jej
zachowaniu si¢ w wywotanych w wyniku obecnosci lekow inhalacyjnych w stezeniu 0,018
ml/ml wyznaczonym z wyliczen depozycji inhalowanych aerozoli leczniczych. Otrzymane
izotermy 7-A (Rys. 10.46 — lewy wykres) oraz krzywe wspotczynnika $cisliwosci cst-7 (Rys.
10.46 — prawy wykres) stanowily podstawe rozwazan, dotyczacych wpltywu wybranych
zawiesin Z1-Z4 wspartymi przez dane liczbowe zamieszczone w Tab. 10.9. Zalezno$¢ ci$nienia
powierzchniowego od pola powierzchni GLI wyrazonego jako stosunek A/Amax (Rys. 10.46 —
lewy wykres) ilustruje wyrazng zmiang w organizacji monowarstwy W wyniku oddziatywania
miedzy molekutami lipidow a sktadnikami obecnymi w leku inhalacyjnym. Wplyw zawiesin
budezonidu (APl w badanych produktach leczniczych Z1-Z4) na monowarstw¢ moze miec
rozne zrédlta. Po pierwsze, preparat zawiera nierozpuszczalne czgstki steroidu nawet o
wielkosci submikrometrowej, ktére moga zosta¢ wbudowane w hydrofobowa czgsé
monowarstwy (oddzialywanie z tancuchami weglowodorowymi molekut DPPC). Po drugie,
aktywne powierzchniowo substancje pomocnicze obecne w preparatach jako stabilizatory
zawiesin lub konserwanty (np. Tween) adsorbuja na granicy faz powietrze-woda. Stad,
zmniejszenie dystansu migdzy pojedynczymi czasteczkami, w wyniku kompresji intensyfikuje
interakcje miedzy DPPC, cholesterolem a czastkami API i/lub molekutami substancji
pomocniczych. lzotermy kompresji uktadu LM+leki inhalacyjne do warto$ci © rownej 18
mN/m (osiggniecie stanu LC) majg praktycznie identyczny przebieg. Jedynie izoterma LM+Z1
wykazuje duze odstepstwo od krzywych uzyskanych dla pozostatych farmaceutykow. Mamy
tu do czynienia z duza zmiang $cisliwosci GLI przy nizszych cisnieniach powierzchniowych.
Analiza wartosci Aso/Amax (Tab. 10.9) pokazuje, ze przy z=30 mN/m, gdy monowarstwa LM
staje si¢ sztywna, jedynie w przypadku leku Z1 dochodzi do znaczacego obnizenia powierzchni
zajmowane] przez czasteczki lipidow. Pozostate leki jedynie nieznacznie zmniejszaja ten
parametr w porownaniu do LM. Te dane §wiadcza o roznicach miedzy lekiem oryginalnym
(Z1) a odtworczymi (Z2-Z4), wynikajacych najprawdopodobniej z réznej zawartosci substancji
pomocniczych.

Obecno$¢ lekoéw inhalacyjnych adsorbujacych si¢ na GLI niweluje wystepowanie
charakterystycznego obszaru plateau, natomiast uwidaczniaja si¢ punkty przegiecia
zauwazalne przy stosunku A/Amax ok. 0,7, 0,45 0,25-0,3, ktorych nie obserwuje sie przy
kompresji LM. Punkty przegigcia odpowiadaja kolejnym przejsciom fazowym w

monowarstwie, co znajduje potwierdzenie w analizie zaleznosci Cs 1-z. Filmy LM w obecnosci
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lekow inhalacyjnych charakteryzujg si¢ waskim obszarem stanu gazowego (n< 1,5 mN/m) i
stosunkowo szerokim stanem LE (1,5 — ok. 18 mN/m). Po przekroczeniu ci$nienia
powierzchniowego réwnego ok. 25 mN/m 1 osiggni¢ciu przez monowarstwe¢ stanu cieczy
skondensowanej, nast¢puje wymiana molekut z filmu powierzchniowego do hipofazy
wynikajaca z procesow desorpcji na skutek oddziatywania lek-LM. Wspotczynnik $cisliwosci
(Tab. 10.9) wynosi w przypadku Z1 ponizej 12,5 mN/m, co informuje o gazowym stanie
monowarstwy, a w przypadku lekow generycznych Z2-Z4 pomiedzy 17,5 a 32,1 mN/m, co
$wiadczy o wigkszym skondensowaniu monowarstwy (stan LE). Jest to tendencja podobna do
tej obserwowanej w obecno$ci Tweenu 80. Powyzej ci$nienia powierzchniowego 30 mN/m
nastepuje dalszy wzrost upakowania monowarstwy (osiggnigcie stanu cieczy skondensowanej
— Z1 1 Z3 oraz stanu statego monowarstwy — Z2 i Z4), po ktérym zachodzi proces desorpcji
czesci molekut z powierzchni, ale jedynie w przypadkach Z1, Z3 i Z4. W taki sposob leki
Z budezonidem zmniejszajg elastycznos¢ monowarstwy LM w fizjologicznie istotnym zakresie
kompresji powierzchniowej (tj. przy z>30 mN/m), umozliwiajac tworzenie ciasno
upakowanych monowarstw o wysokich wartosciach (Cs*max). Wyniki te poszerzaja nieliczne

potwierdzaja wczesniejsze doniesienia na temat interakcji budezonidu z PS(314,315).
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Rys. 10.46. Izotermy kompresji (po lewej) i zaleznos¢ wspolczynnika scisliwosci powierzchni
miedzyfazowej Woda-powietrze (po prawej) w obecnosci DPPC i cholesterolu (8:2) oraz
lekow Z1-74 (T=37°C £ 0,3°C)

Porownujgc obrazy BAM dla probki kontrolnej zawierajacg monowarstwe DPPC-CHOL
(8:2) z probkami w obecnosci lekow (Rys. 10.47) zaobserwowano znacznie zmniejszong liczbg
charakterystycznych struktur pecherzykowych. Obserwacje te potwierdzajg zmiany organizacji
molekut w monowarstwie pod wplywem zawiesin budezonidu. Prowadzac obserwacje

mikroskopowe stwierdzono rowniez, zeposzczegélne leki wywolywaly rozne zmiany w
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organizacji czasteczek monowarstwy modelowego surfaktantu ptucnego. Przyktadowo juz w
stanie gazowym monowarstwy LM, tj. przy 3 mN/m, w przypadku Z2 i Z3 zaobserwowano
tworzenie si¢ nieregularnych domen (jasnoszare elementy) na Rys. 10.47, natomiast obecno$¢
pozostatych lekow w zblizonych warunkach nie powodowata takich zmian. Pod wptywem
dalszej kompresji powierzchni migdzyfazowej zaczynaja by¢ widoczne coraz liczniejsze
zmiany w strukturze filmu — jasniejsze punkty i/lub elementy koliste charakterystyczne dla
zgrupowan czasteczek DPPC+CHOL.

Tab. 10.9. Charakterystyczne parametry izotermy kompresji oraz krzywej wspotczynnika Scisliwosci
powierzchni  miegdzyfazowej woda-powietrze w obecnosci monowastwy mieszanej
DPPC/cholesterol (8:2) z uwzglednieniem wpbywu lekow Z1-Z4

Parametry LM Z1 Z2 Z3 74
Az /Amax (A?%) 46,7+0,08 29,0+0,09 42,4+0,02 44,6+0,06 43,5+0,07
Clprzym=30 | 119579304 | 964:015 | 32,133,013 | 22104636 | 17,58+134
(mN-m™)
max Cs!
(mN-m H*
*w badanym zakresie ci$nienia powierzchniowego

595,80+31,06 | 144,36+18,45 | 545,32+28,82 | 189,54+18,87 | 256,37+13,68

Podsumowujac, analiza danych pokazata, ze DPPC jest najczeSciej uzywanym
(najprostszym) modelem surfaktantu plucnego(142,144,156,316), to dodatek cholesterolu
znaczaco zmienia charakterystyke monowarstwy lipidowej, umozliwiajac bardziej realistyczne
odwzorowanie naturalnego uktadu(313). W badanych uktadach analizowano oddziatywania
pomigdzy lipidami w monowarstwie oraz wpltyw substancji pomocniczych obecnych w
produktach do inhalacji oraz czastek sterydu (budezonid) na te interakcje. Pomiary prowadzone
w wadze Langmuir’a-Wilhelmy’ego wsparto mikroskopia Brewster’a, ktora stanowi cenng
technike do obrazowania organizacji molekut na powierzchni miedzyfazowej. Przeprowadzone
badania podkreslity znaczenie stosowania modeli wielosktadnikowych. Jednakze, metoda wagi
Langmuir’a-Wilhelmy’ego, ze wzgledu na swoje ograniczenia, pozwala oceni¢, jedynie
podstawowe interakcje lekow z modelowym surfaktantem ptucnym. Metoda oferuje znacznie
wolniejsza kompresj¢ powierzchni GLI, niz to ma miejsce w plucach, co ogranicza
fizjologiczne znaczenie uzyskanych wynikéw. Dlatego poszerzenia wiedzy na temat
oddziatywan lek-surfaktant ptucny, zdecydowano si¢ na zastosowanie wielosktadnikowego
modelu surfaktantu plucnego opartego na preparacie stosowanym w leczeniu zespotu zaburzen

oddychania u wcze$niakow.
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LM — 0 mN/m LM —10 mN/m LM — 25 mN/m LM — 35 mN/m

LM +Z1 -2 mN/m LM + Z1—-15 mN/m LM +Z1 —-27 mN/m LM +Z1 -33 mN/m

'
-

LM +Z2 -3 mN/m LM +Z2 — 25 mN/m LM +Z2 —33 mN/m LM +Z2 — 38 mN/m
LM +Z3 -3 mN/m LM + Z3 - 23 mN/m LM + Z3 - 34 mN/m
LM+ Z4 —2 mN/m LM + Z4 — 20 mN/m LM + Z4 — 34 mN/m LM + Z4 — 37 mN/m
Rys. 10.47. Obrazy BAM monowarstw LM utworzonej na powierzchni fazy cieklej z dodatkiem lekow
Z1-74
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10.3.3. Oddziatywania  z
surfaktantu ptucnego (MPS)

wielosktadnikowym — modelem  lipidowo-proteinowym

10.3.3.1. Charakterystyka modelu lipidowo-proteinowego oraz odzialywan

pomiedzy substanciami  modyfikujgcymi  napiecie powierzchniowe
a modelem MPS

Badania z zastosowaniem wiclosktadnikowego modelu MPS, bazujace na ocenie histerezy
napigcia powierzchniowego, mozna opisa¢ parametrami numerycznymi tj. omin, HAN i SI oraz
kryteriami reologicznymi powierzchni m.in. ¢, stanowigcymi wygodne narzedzia
W porownawcze] ocenie ilosciowej. Wiedza o zmianach przebiegu krzywych kompresji i
ekspansji w warunkach dynamicznych symulujacych oddychanie moze dostarczy¢ informacji
mogacych pomodc w przewidywaniu konsekwencji kontaktu surfaktantu ptucnego z
zainhalowang substancjg oraz ocenie poprawnosci przebiegu funkcji fizjologicznych w
ptucach. Pozwala to na oszacowanie faktycznego bezpieczenstwa inhalacji dla organizmu. W
zwigzku z réznorodno$cig czynnikéw mogacych wptywaé na dynamiczne wlasciwosci
powierzchniowe, poréwnawcza ocena ilosciowa jest bardzo cenna, nawet jezeli okreslenie
mechanizmow fizykochemicznych odpowiadajacych za obserwowane zmiany bedzie trudne
lub niemozliwe do zidentyfikowania. W badaniach zastosowano w roli MPS dwa preparaty
zawierajace surfaktant plucny stosowane w leczeniu zespotu zaburzen oddychania u
wezesniakow: Curosurf® (preparat otrzymywany z $winskich ptuc) oraz Infasurf® (preparat
otrzymywany z phuc cielecych). Wynikato to z trudnosci z dostepnos$cia preparatow (m.in. w
okresie pandemii COVID-19) podczas trwania cze$ci badawcze] niniejszej rozprawy
doktorskiej. Stad wymagane byto takze porownanie obu ww. modeli lipidowo-proteinowych
surfaktantu ptucnego (MPS). Kazdy z nich jest zawiesing jednak 0 roznej zawartosci
fosfolipidéw —w Curosurfie® wynosi ono 80 mg/ml a w Infasurfie® 35 mg/ml. Frakcja lipidowa
w obu preparatach zawiera m.in. fosfolipidy i1 czasteczki obojetne takie jak cholesterol, a takze
specyficzne biatka surfaktantu ptucnego (apoproteiny). W badaniach kazdy z preparatow

rozcienczano do stezenia 2,5 mg fosfolipidoéw/ ml.

Tab. 10.9. Porownanie parametrow omin oraz SI charakteryzujgcych MPS Curosurf® i MPS Infasurf®.

MPS - Curosurf
Parametry f=100mH?z f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
amin (MN/m) 31,84+1,29 | 32,06+1,07 | 30,92+1,28 | 30,77+0,82 | 30,09+0,53
SI(-) 0,15+0,01 0,15+0,01 0,19 £ 0,02 0,21 £0,01 0,25+0,01
MPS - Infasurf
Parametry f=100mH?z f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
amin (MN/m) 29,62+045 | 2935+1,14 | 28,67+0,21 2842+ 1,72 | 27,92+1,42
SI(9) 0,18 £0,02 0,18 £0,02 0,20+ 0,01 0,24 £ 0,02 0,25+0,01
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Charakterystyka dynamiczna powierzchni mi¢dzyfazowej ciecz-gaz zostata wyznaczona
podczas cyklicznej deformacji prowadzonej wokét quasi-rownowagowej warto$ci napigcia
powierzchniowego. W przypadku MPS Curosurf® wynosita ona 32,68 mN/m, a MPS Infasurf®
32,07 mN/m. Podobienstwo obu modeli MPS potwierdza miedzy innymi warto$¢ indeksu
stabilno$ci (SI) (Tab. 10.9), ktéra stopniowo rosnie z czgstotliwoscig deformacji powierzchni,
ale nie zaobserwowano znaczacych réznic pomiedzy wartosciami uzyskiwanymi dla obu
modeli. Wskazuje to na ich zamiennos¢. Wyniki uzyskane dla obu modeli cechuje wysoka
powtarzalno$¢. Obok Sl, poréwnywalne wyniki otrzymywano przy pomiarze omin (Tab. 10.9),
ktore w obu modelach nieznacznie malato wraz ze wzrostem czestotliwosci oscylacji. Spadek
minimalnego napigcia tlumaczy tendencj¢ wzrostowa indeksu stabilno$ci (na podstawie
rownania 5.11). Innym parametrem pokazujacym zblizone wlasciwosci powierzchniowe obu
modeli MPS jest znormalizowane pole histerezy. Na przyktadzie pomiaru przy f=100mHz
przedstawiono ich wartosci (Rys. 10.46-po lewej). Nieco wyzsza warto$¢ dla Curosurfu® wigze
si¢ z wigkszg wartos$cig kata przesuni¢cia fazowego (Rys. 10.46-po prawej). Wartosci ¢ W
przypadku MPS Curosurf® wahaly sic wokét wartoéci $redniej ok. 33,5° przy zmianach
czestotliwosci oscylacji. Natomiast w przypadku MPS Infasurf® obserwujemy spadek wartosci
¢ wraz ze wzrostem szybkosci deformacji powierzchni od 30,4°do 26,8° Swiadczy to o spadku
cech lepkich powierzchni przy jednoczesnym wzrosécie elastycznos$ci przy wyzszych

szybkos$ciach odksztatcania powierzchni.

3,5 45
3 4 ®HAn (MPS Infasurf) B HAn (MPS Curosurf) )
80 40
=
2,5 A S i
31 alerereen } ...... F S
£ 2 ; ¢
= 2 1 N304 @  99-......
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Q 20 4
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0,5 -1 o 15 -
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0 - 10 T T

0 0,2 0,4 0,6
czestotliwos¢ oscylacji (Hz)

Rys. 10.46. Poréwnanie parametru HAn (po lewej) oraz ¢ (po prawej) przy oscylacjach powierzchni z
czestotliwoscig 100 mHz charakteryzujgcych MPS Curosurf® i MPS Infasurf®

Dalsze badania skoncentrowano na ocenie analizy wptywu na MPS Infasurf® substancji
pomocniczych o wlasciwosciach powierzchniowo czynnych , tj. chlorku benzalkoniowego oraz

Polisorbatu 80, powszechnie stosowanych w lekach inhalacyjnych (Rys. 10.47 oraz Tab.
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10.10). Na wykresie nie zamieszczono wynikow 0,1% Tween 80, ze wzgledu na zbyt niskie
napigcie powierzchniowe, osiggane W tych warunkach, nie pozwalajace na uzyskanie

powtarzalnych danych pomiarowych.

Tab. 10.10. Poréwnanie parametrow omin i SI charakteryzujgcych MPS Infasurf® oraz syntetyczne

surfaktanty
MPS - Infasurf
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 29,62+045 | 2935+1,14 | 28,67+0,21 28,42+ 1,72 | 27,92+1,42
SI(-) 0,18+ 0,02 0,18 £0,02 0,20+ 0,01 0,24+ 0,02 0,25+ 0,01
MPS + Tween 80 0,01%
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 28,53 +£0,20 2724 £ 0,42 26,92 +£0,70 26,18 +0,91 26,14 + 0,79
Sl (-) 0,33 +£0,00 0,31 +£0,00 0,36 £0,01 0,42 +£0,03 0,43 +£0,02
MPS + BAC 0,01%
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 27,76 £ 0,09 27,25+ 0,68 26,76 £ 1,16 27,49+ 0,15 26,89 + 0,66
SI (-) 0,27 +0,02 0,26 £ 0,02 0,32 +0,01 0,34+ 0,01 0,36 £ 0,01
MPS + BAC 0,1%
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 27,09 £ 0,53 26,72 £ 0,48 26,11 £ 0,69 26,36 £ 0,71 25,26 + 0,64
SI(-) 0,26 = 0,06 0,26 + 0,05 0,30 + 0,03 0,35+ 0,01 0,39+ 0,01

Otrzymane dane pokazuja, ze ww. dodatki istotnie zmieniaja wtasciwosci modelowego
surfaktantu plucnego. Przebieg zmian jest r6zny w zaleznosci od uzytego dodatku, co sugeruje,
ze budowa 1 rodzaj molekut surfaktantu m.in. wielkos¢ fancucha czy tfadunek powierzchniowy,
odgrywaja role w interakcjach z czasteczkami MPS obecnymi na GLI. Quasi-rownowagowa
warto$¢ napigcia powierzchniowego, wokot ktoérej prowadzone sa pomiary oscylacyjne
zwiekszyla sie z 32,1 mN/m (MPS Infasurf®) do 33,3 (Tween 80 0,01%) oraz zmniejszyta do
31,5 mN/m czy 30,1 mN/m (odpowiednio BAC 0,01% i BAC 0,1%). W obecnosci
surfaktantow syntetycznych dochodzi do znaczacego wzrostu indeksu stabilnosci (Tab. 10.10)
i tendencja wzrostowa zaleznosci SI-f zostaje utrzymana. Zwigkszenie indeksu jest powigzane
z obnizeniem omin (zachowana jest tendencja spadkowa wraz ze wzrostem czg¢stotliwosci
oscylacji), oraz ze wzrostem omax (Nie pokazana w Tab. 10.10 - ro$nie wraz ze wzrostem
czestotliwosci oscylacji). Roznice wynikajgce z zawarto$ci BAC nie rzutujg na wielko$¢ Sl ani
warto$ci krancowych napiecia powierzchniowego omin | Gmax.

Z kolei kat przesunigcia fazowego ulegt najbardziej widocznym zmianom W obecnosci
syntetycznych surfaktantow (Rys. 10.47 — po lewej). Wartosci ¢ w przypadku MPS + Tween
80 wahaty si¢ wokot sredniej ok. 22,59 a MPS + BAC wokot ok. 189 a wigc spadly w
porownaniu do samego MPS. Brak spadku ¢ wraz ze wzrostem szybko$ci deformacji §wiadczy
o zachowaniu statej proporcji pomigdzy iloczynem czestosci oscylacji (w) 1 lepkosci

181



powierzchni a jej elastycznoscig (rownanie 5.21.). Konsekwencje w modyfikacji ksztaltu
histerezy, odnotowano rowniez analizujac wielkosci znormalizowanego pola histerezy (Rys.
10.47 — po prawej). Na przyktadzie f=100mHz zauwazono, ze obecnos¢ dodatkowych

surfaktantow sprzyja wzrostowi wartosci HAn, proporcjonalnie do stezenia.

45 TAMPS+BAC (0,01%) 0,018 mi/ml 35
— 40 |/AMPS+BAC (0,1%) 0,018 mI/ml -
o MPS+Tween 80 (0,01%) 0,018 ml/ml
o
g 35 {MMPS 2,5 1
O —
S 30 J . £
© H T i ''''''' | N =2
& 25 = =
2 25 1 g <15 -
& 20 S |
s i i % !
T 15 A 05 A

10 : : o

0 0,2 0,4 0,6 MPS+Tween MPS+BAC  MPS+BAC
czestotliwos¢ oscylacji (Hz) 80(0,01%) (0,01%) (0,1%)

Rys. 10.47. Porownanie parametru HAn (po prawej) oraz ¢ (po lewej) przy oscylacjach powierzchni z
czestotliwoscig 100 mHz dla MPS w obecnosci BAC i Tween 80.

Biorac pod uwage wszystkie wyniki przedstawione w tej cze$ci, mozna stwierdzié, ze
stosowane w lekach syntetyczne surfaktanty, takie jak BAC czy Tween 80 w stgzeniach
oczekiwanych po depozycji aerozolu leczniczego w uktadzie oddechowym oddziatuja na
surfaktant ptucny, lecz nie zaburzajg jego dynamicznych wiasciwosci powierzchniowo
czynnych w takim stopniu, ktory wskazywatby na mozliwe pogorszenie jego funkcji.

10.3.3.2. Interakcje pomiedzy modelem surfaktantu ptucnego MPS a lekami
inhalacyjnymi

W tej czeéci badan stosujac MPS Curosurf® przesledzono zmiany SI (Tab. 10.11), HAn
(Rys. 10.48 po prawej) oraz ¢ (Rys. 10.48 po lewej), jakie zachodzg w uktadzie pod wptywem
lekow zawiesinowych budezonidu. Quasi-rownowagowa warto$¢ napigcia powierzchniowego
zwiekszyta sie z 32,7 mN/m (MPS Curosurf®) do 35,6 w przypadku Z2 oraz zmniejszyta do
27,7 mN/m w przypadku Z4. W przypadku pozostatych lekéw budezonidowych nie ulegta tak
znaczacej zmianie 0eq=32,8 (Z1) 1 31,9 mN/m (Z3). Parametr SI wzrasta przy szybszych
deformacjach powierzchni, co jest spowodowane rozszerzaniem si¢ roéznic pomi¢dzy
granicznymi warto$ciami napiecia powierzchniowego rejestrowanymi podczas oscylacji. W
przypadku dodatku Z2 i Z3 zaobserwowano spadek omin 1 niewielki wzrost omax @ W przypadku
Z11 Z4 - wzrost omax. Przyktadowo przy 100 mHz, dodatek Z3 spowodowal spadek wartosci
omin Z 31,8 mN/m (MPS Curosurf®) do 29,7 mN/m, a nawet do 23,3 mN/m (Z4) i 23,2 mN/m
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(Z1). Wyjatek stanowi lek Z2, ktorego obecnos¢ nieznacznie podwyzszyta warto$¢ omin do 34,1
mN/m. Roéznice wynikaja z réznego skladu formulacji lekow (pod wzgledem substancji
pomocniczych) pomig¢dzy lekiem oryginalnym a jego kilkoma odpowiednikami generycznymi.
Wzrost parametru SI ze wzrostem f zostat utrzymany w obecno$ci lekow Z1-Z4, $wiadczy o
wzmocnieniu aktywnos$ci powierzchniowej MPS, ale rdwniez o zmianie ksztattu histerezy.
Najmniejszy wzrost zanotowano w obecnosci leku Z4 (od 0,28 do 0,33), a najwigkszy przy
badaniu Z1 (od 0,29 do 0,39). Na poziom S| wplywat rodzaj leku, przyktadowo, przy
deformacjach powierzchni z =500 mHz dla MPS SI=0,25, a w obecnosci Z1 S1=0,39 czy Z4
S1=0,33. Dla dwoch pozostatych lekow S1=0,22 (Z2) i SI=0,19 (Z3), potwierdzajac zawezenie
zakresu zmian o histerezy. Przeprowadzone badania jasno wskazuja, ze leki Z1, Z3 i Z4 maja
silniejszy wplyw na powierzchni¢ mig¢dzyfazowa zawierajaca surfaktant ptucny niz Z2.
Jednoczesnie zauwazono, ze wigksze zmiany zachodza przy szybszych oscylacjach

powierzchni, ktore intensyfikuja proces wymiany masy w poblizu GLI.

Tab. 10.11. Porownanie parametrow omin i SI charakteryzujgcych MPS Curosurf® oraz dodatek lekow

Z1-74.
MPS — Curosurf
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
amin (MN/m) 31,84+ 1,29 | 32,06+1,07 | 30,92+1,28 | 30,77+0,82 | 30,09 +0,53
SI(-) 0,15+0,01 0,15+0,01 0,19+ 0,02 0,21 +0,01 0,25+0,01
MPS + 71
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
amin (MN/m) 23,18 £ 0,21 23,64+£0,32 | 23,39+0,09 | 23,82+0,12 | 23,03+0,17
SI () 0,29 + 0,00 0,30 +0,01 0,35+0,01 0,36 + 0,00 0,39 £ 0,02
MPS + Z2
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
amin (MN/m) 34,14+ 0,04 | 33,85+0,19 | 33,10+022 | 33,04+0,04 | 3282+0,37
SI () 0,14 +0,01 0,15+0,00 0,18+0,01 0,20+ 0,01 0,22 +£0,01
MPS + Z3
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 29,68+ 0,10 | 29,34+0,09 | 28,65+0,13 | 28,85+0,13 28,41+0,13
SI () 0,11 +0,00 0,12 +0,00 0,15+0,01 0,17 +0,00 0,19 + 0,00
MPS + Z4
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
amin (MN/m) 23,30+ 0,21 23,43+ 0,61 23,56 +0,72 | 23,92+0,12 | 24,08 +0,32
SI(-) 0,28 £+ 0,00 0,28 +£0,01 0,30 + 0,02 0,31 £0,01 0,33 +0,01

Analizujac dalej zmian¢ ksztaltu histerezy w wyniku obecnosci zawiesin budezonidu
przedyskutowano wartosci kata przesunigcia fazowego. Obecnos¢ lekow Z1, Z3 1 Z4 sprzyjata
wzrostowi tego parametru wraz z przyspieszaniem oscylacji. Jednakze wartosci otrzymane w
przypadku Z3 byly tylko niewiele wigksze w porownaniu do czystego modelu. Najwieksza
roznice zauwazono przy 500 mHz, gdy wynosita ona 32,9° dla MPS Curosurf® oraz 35,0° dla

183



uktadu MPS+Z3. Natomiast dodatek Z1 i Z4 spowodowat znaczace obnizenie ¢, CO wigzato si¢
ze zwezeniem histerezy o. Z kolei, obecno$¢ Z2 miala znéw najmniejszy wptyw na MPS
sposrod wszystkich lekow. Zostata utrzymana warto$¢ ¢ jak i stato§¢ tego parametru w funkcji
czestotliwosci deformacji. Stad (analiza zgodna z Rys. 5.9.) parametrem, ktory mozna powigzaé
zZ ksztattem histerezy byt Sl, co w konsekwencji wigzato si¢ z polem histerezy 1 wartoSciami
HAn (Rys. 10.48, po prawej). Otrzymane wyniki w przypadku lekow Z1 i Z4 cechowaly si¢
duzym podobienstwem. Ogoélny spadek wartosci ¢ i wzrost Sl towarzyszyl niewielkiemu
wzrostowi HAN, na skutek zwiekszenia zakresu omax - omin. Obecnos$¢ Z3, z kolei spowodowata

poréwnywalny do Z2 spadek wartosci HAN, cho¢ te wyniki te sa obarczone niepewnoscig.
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Rys. 10.48.  Porownanie parametrow HAn (po prawej) przy 100 mHz oraz ¢ (po lewej)
charakteryzujgcych MPS w obecnosci lekow Z1-Z4

Badanie interakcji lek inhalacyjny-modelowy surfaktant ptucny kontynuowano z uzyciem
MPS Infasurf® oraz lekéw w postaci roztworéow R1, R2, R4 i R5 oraz zawiesin Z5 i Z6.
Przeprowadzono badania podczas oscylacji GLI i dokonano analizy wynikow na podstawie
zmian S| (Tab. 10.12), HAn (Rys. 10.49, po prawej) oraz ¢ (Rys. 10.49 po lewej). Quasi-
réwnowagowa warto$¢ napigcia powierzchniowego zmniejszyta si¢ w poréwnaniu do wartosci
otrzymywanej w przypadku czystego MPS, co pokazano w Zalaczniku — Tab. 10.Z.5.
Obnizenie jest znaczace 0od 46=4,5 mN/m (R2) do nawet 7,6 mN/m (R4) , co $wiadczy o
oddziatywaniu leku na warstwe surfaktantu. Spadek wartosci quasi-rOwnowagowej rzutuje
rowniez na zmiany innych parametrow charakteryzujacych petle histerezy. Analizujac dane
zamieszczone w Tab. 10.12 zauwazono, ze warto$¢ minimalnego napigcia powierzchniowego
obnizyta si¢ o ok. 4-5 mN/m pod wplywem badanych lekéw inhalacyjnych. Trend spadku
wartosci minimalnej wraz ze wzrostem szybkos$ci deformacji powierzchni zostal

zaobserwowany. Zmianom tym towarzysza oczekiwane zmiany indeksu stabilnosci. W
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przypadku leku R4 doszto do znaczgcego obnizenia wartosci Sl, co mozna interpretowac jako
potencjalnie zagrazajace aktywnosci surfaktantu plucnego w warunkach fizjologicznych. Z
kolei, lek R2 zwigksza wartoséci S| zwlaszcza przy wyzszych czestotliwosciach oscylacji, co
mozna uzna¢ za efekt przynoszacy pozytywny skutek fizjologiczny. Dla pozostatych lekow
warto$¢ indeksu nieznacznie wzrosta lub pozostata niezmieniona, przy zachowaniu podobnego
charakteru zaleznosci SI-f. Na przyktadzie lekow Z5 i Z6 ponownie stwierdzono rozbieznosé¢
pomiedzy lekiem generycznym (Z6) i oryginalnym (Z5). W przypadku tych lekow nie
zaobserwowano tak znaczacych roznic, jakie odnotowano przy zawiesinach budezonidu (Z1-
Z4).

Tab. 10.12. Poréwnanie parametréw omin i SI charakteryzujgcych MPS Infasurf® w obecnosci lekow Z5-
Z6 (zawiesiny) oraz R1, R2, R4 i R5 (roztwory)

MPS - Infasurf
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) | 29,62+0,45 | 29,35+1,14 | 28,67+0,21 2842+ 1,72 | 27,92+1,42
SI(-) 0,18 + 0,02 0,18 +0,02 0,20 £0,01 0,24 + 0,02 0,25+0,01
MPS + Z5
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
amin (MN/m) 23,59+£0,25 | 23,12+0,34 | 22,58+0,52 | 22,66+0,18 | 22,59+0,40
SI(-) 0,14+ 0,01 0,16 £ 0,03 0,20 + 0,04 0,23 +0,04 0,24 + 0,05
MPS + Z6
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
amin (MN/m) 2424 0,16 | 24,00+0,11 23,85+0,14 | 23,95+0,07 | 23,64+0,10
SI () 0,19+ 0,03 0,17 +0,00 0,18 +0,03 0,22 +0,03 0,23 £ 0,03
MPS + R1
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 2420+ 043 | 23,64+0,71 2332+049 | 23,69+0,52 | 22,91+0,58
SI () 0,21 £0,02 0,22+0,02 0,26 + 0,03 0,27 £0,02 0,30 + 0,03
MPS + R2
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 2481 +141 | 2477+1,04 | 24,01+1,01 | 2398+142 | 2350+ 1,64
SI () 0,23 £0,07 0,24 +0,10 0,32 +0,07 0,36 £ 0,02 0,39 + 0,00
MPS + R4
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 23,92+0,14 | 2382+0,16 | 23,55+0,36 | 2347+0,28 | 23,33+0,32
SI () 0,06 £ 0,02 0,06 £ 0,02 0,08 + 0,03 0,10+ 0,04 0,11 +£0,04
MPS + R5
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
amin (MN/m) 2426+£0,14 | 24,12+0,08 | 23,89+0,03 | 23,98+0,03 | 23,79+0,16
SI(-) 0,19+ 0,03 0,16 +0,02 0,18 £0,02 0,20 = 0,02 0,22 £0,03

Kolejnym parametrem pokazujagcym wplyw lekoéw inhalacyjnych na powierzchni¢ ptucna
byt kat przesunigcia fazowego. Najwigksze zmiany w stosunku do czystego MPS odnotowano
w przypadku roztworéw leczniczych R5 (spadek), R4 (wzrost) oraz zawiesiny Z5 (wzrost). W
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pozostatych przypadkach otrzymane wartosci ¢ ulegly niewielkiemu obnizeniu, przy
zachowaniu tendencji spadku ¢ wraz ze wzrostem czestotliwosci oscylacji. Potwierdza to, ze
leki nie wptynely na ksztalt histerezy, a bioragc pod uwage zmiany indeksu stabilnosci, ma
miejsce rowniez zmniejszenie zakresu zmian z (analiza wg Rys. 5.9.). Obserwuje si¢
zmniejszenie pola histerezy, co pokazano na wykresie 10.49 (po prawej). Wyjatkiem jest lek
R2 dla ktorego pomimo spadku ¢, odnotowano znaczacy wzrost SI i HAn przy 100 mHz. W
obecnosci tego leku praktycznie zanika charakterystyczna zaleznos¢ ¢(f). Analiza dodatku
lekéw R4 1 Z5 pokazuje wzrost wartosci kata przesunigcia fazowego. Ksztatt histerezy w takim
przypadku zmienia si¢ — histereza poszerza si¢. Jednoczesnie zauwazono zmiang tendencji ¢(f)

w przypadku R4, tj. ¢ ro$nie ze wzrostem czgstotliwosci.
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Rys. 10.49. Poréwnanie parametrow HAn (po lewej) przy 100 mHz oraz ¢ (po prawej) charakteryzujacych MPS w obecnosci
lekéw Z5-Z6 (zawiesiny) oraz R1, R2, R4 i R5 (roztwory)

Zauwazono, ze wigkszos$¢ lekow (z wyjatkiem Z1, Z4 i R2) oddziatujac z modelowym
surfaktantem plucnym przyczynita si¢ do znaczacej zmiany ksztattu histerezy napigcia
powierzchniowego, zmniejszajac jej pole (HAn). Swiadczy to o zmniejszeniu energii
powierzchniowej zuzywanej m.in. na procesy wymiany masy i hydrodynamicznego procesu
oczyszczania pecherzyka plucnego. Takie zmiany moga, wigc, zaburzaé poprawne,
fizjologiczne funkcje surfaktantu ptucnego. Interakcje pozostatych lekow z MPS skutkowaty
wzrostem petli histerezy, co wyrazato si¢ wzrostem HAN. Mozna oceniac to jako wzmocnienie
funkcji surfaktantu. Obserwowane efekty w uktadzie MPS zalezg od rodzaju leku nawet przy
takim samym st¢zeniu substancji aktywnej, CO Wynika z roznej zawartosci i stezenia substancji
pomocniczych w produkcie leczniczym. Wyniki badan moga wigc stanowi¢ przyczynek do
dyskusji na temat r6znic migdzy lekami generycznymi a oryginalnymi, co sygnalizowano w

pracach opublikowanych w zwiazku z realizacja doktoratu®4®314),
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Przedstawione wyniki stanowig przyktad poréwnania mozliwosci zastosowania dwodch
koncepcji badania dynamiki surfaktantu plucnego do oceny oddziatywan lek-surfaktant ptucny.
Analiza wynikow doswiadczen pokazata istnienie wzajemnych interakcji pomiedzy dwoma
sktadnikami lipidowymi surfaktantu (DPPC i cholesterol) oraz ich zmian pod wplywem
sktadnikow lekow inhalacyjnych. Pokazano to na podstawie analizy zmian stanéw fizycznych
oraz poréwnawczej oceny obrazow BAM badanej powierzchni. Uzyskane informacje
potwierdzity przypuszczenia o wystepowaniu wptywu lekow na warstwe lipidowsa, tworzong
przez DPPC i cholesterol. Z kolei, badania z zastosowaniem pelnego modelu MPS
wykorzystujace analiz¢ zmian ksztattu histerezy napigcia powierzchniowego wykazatly
mozliwo$¢ interakcji farmaceutyk-surfaktant ptucny. Uzyskane informacje mogg postuzy¢ do
oszacowania ryzyka inhalacji badanych lekow i wskazania potencjalnych mechanizméw
konsekwencji zdrowotnych. Badania tego typu stanowig narzedzie bazujace na fizykochemii i
reologii powierzchni, umozliwiajace bardziej realistyczng analize oddziatywan na powierzchni
uktadu surfaktantu ptucnego. Z drugiej strony jednak badania monowarstwy LM pozostaja
subtelniejsza analizg ilustrujacg zmiany na poziomie molekularnym, wnoszaca cenne
informacje do zrozumienia mechanizméw analizowanych oddziatywan ze sktadnikow

surfaktantu ptucnego.

10.3.3.3. Interakcje  pomiedzy  modelem  surfaktantu  plucnego  (MPS)

a potencjalnymi substancjami pomocniczymi pochodzenia naturalnego

10.3.3.3.1. Modyfikatory napiecia powierzchniowego pochodzenia naturalnego

W tej czesci zdecydowano si¢ na przedstawienie jedynie badan oddziatywan pomiedzy
modyfikatorami napigcia powierzchniowego pochodzenia naturalnego i MPS bez obecnosci
chlorku sodu (w stezeniu fizjologicznym). Taki wybor byt podyktowany m.in. podkre$lanym
w podrozdziale 10.1.4 oddziatywaniem pomigdzy modyfikatorami napigcia powierzchniowego
pochodzenia naturalnego a NaCl (badania napigcia powierzchniowego), dodatkowo
utrudniajacym analiz¢ wynikow w sytuacji, gdy jony soli wptywaja rowniez na MPS poprzez
interakcje¢ ze sktadnikami lipidowymi (podrozdziat 10.3.2.1). Podejscie to jest uzasadnione
rowniez wynikami badan (rozdziat 0), ktore pokazaty niewielki wptyw obecnosci soli na jako$¢
aerozolu powstajgcego w obecno$ci modyfikatorow lepkos$ci.

W wyniku badan MPS Infasurf® w obecnoéci modyfikatoréw napiecia powierzchniowego
pochodzenia naturalnego uzyskano wyniki, ktére pokazano Tab. 10.13 i na Rys. 10.50. Wartos¢
quasi-rownowagowego o w przypadku escyny zmienita sie z 32,07 mN/m (MPS Infasurf®) do
32,10 mN/m (stezenia Esc: 0,0175%) i 30,10 mN/m (stezenia Esc: 0,035%) a w przypadku
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leucyny do 31,35 mN/m (0,9%) i 32,71 mN/m (1,1%). Réznice (Tab. 10.13) nie sg duze |
swiadcza o niewielkim wptywie §rodkow powierzchniowoczynnych na ten parametr. Podobne
obserwacje zanotowano rowniez analizujac omin. Warto$ci parametru byty zblizone do tych
zmierzonych w przypadku czystego modelu, a spadkowa tendencja zalezno$ci omin(f) zostata
utrzymana cho¢ w przypadku escyny i leucyny spadek jest mniejszy. Natomiast znaczace
réznice w warto$ciach S| wynikaja ze Wzrostu omax. Wptywa to na ksztalt histerezy napigcia
powierzchniowego, ktora ulega rozszerzeniu. Zauwazono, ze dodatek substancji pochodzenia
naturalnego sprzyja zwicksza Sl wraz z przyspieszaniem oscylacji powierzchniowej. Obie
substancje (Esc i L-Leu) wykazywaty podobny wptyw, przy czym zaleznosci od stezenia jest

zauwazalna tylko w przypadku leucyny.

Tab. 10.13. Poréwnanie parametréw omin i SI charakteryzujgcych MPS Infasurf® w obecnosci
wybranych modyfikatorow napiecia powierzchniowego pochodzenia naturalnego

MPS - Infasurf
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 29,62 + 0,45 29,35+ 1,14 28,67 +£0,21 28,42+ 1,72 27,92 +1,42
SI(5) 0,18 £ 0,02 0,18 £0,02 0,20 £ 0,01 0,24 + 0,02 0,25+0,01
MPS + Esc 0,0175%
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 27,53 +0,75 27,74 £ 0,51 27,14 + 0,60 27,07 +£0,39 26,89 + 0,37
SI(5) 0,30 + 0,01 0,29 + 0,02 0,30 + 0,01 0,35 + 0,02 0,39 + 0,04
MPS + Esc 0,035%
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 27,07 £ 0,47 27,01+£0,31 26,77 = 0,30 26,88 £ 0,41 26,17 £ 0,66
SI(9) 0,28 + 0,02 0,30 £ 0,01 0,30 + 0,03 0,35+ 0,02 0,39 +£ 0,03
MPS + Leu 0,9%
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 26,56 + 0,50 26,32+ 0,49 26,01 £ 0,65 25,89 + 0,27 25,60 + 0,47
SI(9) 0,30 + 0,02 0,28 £ 0,02 0,30+ 0,01 0,33+0,01 0,36 £ 0,01
MPS + Leu 1,1%
Parametry f=100mHz f=125mHz f=250mHz f=330mHz f=500mHz
omin (MN/m) 28,72 +£0,87 28,47+ 1,30 27,94 + 0,90 27,91+0,83 27,70 £1,14
SI(-) 0,33+ 0,01 0,30 + 0,01 0,33 + 0,02 0,36 + 0,00 0,38 +0,01

Kat przesunigcia fazowego ulega obnizeniu w kontakcie MPS z modyfikatorami napigcia
powierzchniowego (Rys. 10.50 po lewej). Dla obu badanych substancji stwierdzono, ze nizsze
stezenie dodatku wywotuje wigksze zmiany. Najmniejszy spadek wartosci parametru
stwierdzono w przypadku escyny o stezeniu 0,035%. Obecnos¢ leucyny wplywa na
(obserwowany rowniez dla czystego MPS) nieliniowy spadek ¢ wraz ze wzrostem
czestotliwosci oscylacji. Przy wyzszym stezeniu i przy f <250mHz zaobserwowano wzrost ¢.
Otrzymane dane Sl i ¢ obrazuja kierunek zmiany ksztattu i wielkosci pola histerezy w wyniku
oddziatywan modyfikatorow napiecia powierzchniowego pochodzenia naturalnego z

surfaktantem plucnym. Obecno$¢ leucyny i escyny sprzyjata rozszerzeniu zakresu granicznych
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wartosci napiecia powierzchniowego (omin | omax) oraz zblizaniu si¢ do siebie krzywej ekspansji
I kompresji. W konsekwencji wielko$¢ pola histerezy uleglo zmniejszeniu. Wyjatkiem jest
uktad 0 najwigkszym stgzeniu escyny, w ktorym doszto do wzrostu wielkosci pola histerezy.
Przyczyna takiej zmiany jest znacznie mniejszy w porownaniu do pozostatych badanych probek
spadek wartosci ¢. Wiaze si¢ to takze ze wzrostem indeksu stabilnosci przy 100 mHz. Wzrost
energii powierzchniowej, uktadu mozna oceni¢ jako pozytywny efekt interakcji pomiedzy
molekutami potencjalnej substancji pomocniczej a MPS, wzmacniajacy aktywno$¢ biofizyczng

surfaktantu plucnego.
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Rys. 10.50. Poréwnanie parametréow HAn (po lewej) przy 100 mHz oraz ¢ (po prawej)
charakteryzujgcych wybrane modyfikatory napiecia powierzchniowego pochodzenia
naturalnego

Biorac pod uwagg wszystkie przedstawione w tym podrozdziale wyniki, mozna stwierdzic,
ze zadna z dwoch badanych substancji modyfikujacych napigcie powierzchniowe (tj. leucyna i
escyna) w badanym zakresie stezen nie ostabita natywnych dynamicznych witasciwosci
powierzchniowych modelowego surfaktantu ptucnego w sposob, ktory moglby wskazywac¢ na
mozliwe pogorszenie jego funkcji in vivo. Niewielkie réznice w kryteriach ilosciowych
obliczone z krzywych o(4), zwtaszcza HAN, nie wykazaly istotnej utraty aktywnosci funkcji
biofizycznych. W kontekscie potencjalnego zastosowania leucyny i escyny jako zamiennikow
syntetycznych surfaktantow w lekach inhalacyjnych nalezy dokonaé, obok ogdlnej oceny ich
bezpieczenstwa, ocene pordwnawczg z powszechnie stosowanymi substancjami tj. BAC czy
zwigzkami z grupy polisorbatow. Poréwnujac wyniki z podrozdziatu 10.3.3.1 zauwazono
blizniaczo podobne przebiegi zmian pomiedzy BAC a escyng. Jednakze iloSciowa analiza
kryteriow jednoznacznie wskazuje na mniejszg ingerencj¢ we wlasciwosci dynamiczne

surfaktantu ptucnego przez substancje pochodzenia naturalnego.
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10.3.3.3.2. Modyfikatory lepkosci pochodzenia naturalnego

Analiza interakcji pomiedzy modyfikatorami lepkos$ci pochodzenia naturalnego
a modelowym surfaktantem plucnym jest podobnie jak w przypadku wptywu modyfikatorow
napi¢cia powierzchniowego trudna. Jest to zwigzane z rdéznorodnoscia czynnikow
wplywajacych jednoczesnie na wlasciwosci fizykochemiczne modyfikatorow oraz ich
zachowanie w mieszaninie z surfaktantem. Ponadto, badane polisacharydy o potencjalnym
zastosowaniu farmaceutycznym w lekach beda narazone na kontakt oraz interakcje
Z niezbednymi substancjami pomocniczymi np. regulujacymi izotoniczno$¢ (NaCl), ktore
moga wplywa¢ na zmian¢ ladunku powierzchniowego czy konformacj¢ przestrzenng
molekut@:302-304)  Co wiecej, w przypadku analizy wptywu XG, dodatkowa trudno$¢ stwarza
zmienna sztywno$¢ fancuchow polisacharydu, co podczas prowadzonej kompres;ji lub ekspansji
powierzchni  migdzyfazowej moze stanowi¢ dodatkowe zrodto oporu  przed
odksztatceniami®%4-300),

Omowienie wplywu biopolimeréw na surfaktant phucny (w tym przypadku MPS Infasurf®)
rozpoczgto od analizy indeksu stabilnosci w funkcji czestosci oscylacji. We wszystkich
badanych uktadach obserwowano nielinowy wzrost Sl, spowodowanym rozszerzeniem zakresu
granicznych warto$ci napigcia powierzchniowego (spadek omin 0raz Wzrost omax) Wraz ze
wzrostem f (Rys. 10.51.-A). Odzwierciedla to takze wzrost elastycznosci powierzchni
miedzyfazowej ciecz-powietrze. Dodatek SH oraz jonow NaCl wywotal wahania warto$ci
chwilowego napigcia powierzchniowego, natomiast nie wplynat w istotny sposob na przebieg
zaleznosci  SI(f), cho¢ spowodowal nieznaczne zwigkszenie warto$ci tego wskaznika
W poréwnaniu z probka kontrolng (MPS). Wzrost wartosci SI mozna uznaé za pozytywny
skutek fizjologiczny. Roznice pomiedzy wartosciami S| uzyskanymi w przypadku probki
kontrolnej a XG byly nieznaczne. Nie odnotowano tutaj rowniez istotne;j roli elektrolitu. Z kolei
analizujac, przy jednej czestotliwosci oscylacji (100 mHz), indeks stabilno$ci roztworéw AG o
réznych stezeniach i1 bez lub w obecnosci NaCl zauwazono, ze wartosci S| sa podobne, jednak
krzywe SI(f) przebiegaly roznie przy wyzszych wartosciach f. Ogolnie, wszystkie wartosci
parametru Sl byly nizsze niz w przypadku probki kontrolnej. Wyjatek stanowit uktad
zawierajacy AG (3 mg/ml) w obecnosci NaCl, gdzie wartosci indeksu stabilnosci byty takie
same jak w przypadku MPS. Sugeruje to, ze AG moze sprzyja¢ obnizaniu nhatywnych
wlasciwoséci  dynamicznych surfaktantu plucnego. Wyniki te sa przeciwne do tych
zaobserwowanych przy badaniu SH.

Kolejny parametr, ktory ulegt zmianie w obecnosci modyfikatoréw lepkosci oraz jondw

soli NaCl, to znormalizowane pole histerezy obliczone z zalezno$ci o-A przy f=100mHz (Rys.
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10.51.-B.).Obecnos¢ hialuronianu sodu wraz ze wzrostem jego zawartosci sprzyja wzrostowi
pola powierzchni histerezy, a dodatek elektrolitu dodatkowo intensyfikuje ta tendencje.
Oddziatywanie pomigdzy elektrolitem a skladnikami lipidowymi monowarstwy omowione
w podrozdziale 10.3.2.1 stojg u podstawy wyjasnienia jego wptywu na dynamike powierzchni
miedzyfazowej oraz parametr HAn. Do waznych interakcji nalezg wigzania kationéw sodowych
z grupami karbonylowymi DPPC i tworzenie chmury jonowej anionow chlorkowych wokoét
grup cholinowych®#®, W analizowanym uktadzie zachodza réwniez interakcje NaCI-SH, w
wyniku ktorych dochodzi do zmian przestrzennej konformacji molekut biopolimeru, co wplywa
na wiasciwosci reologiczne jego roztworow@3%2), Czynniki te moga wpltywaé na wartosci
stosowanych kryteriow oceny histerezy o. Z kolei, XG bez dodatku elektrolitu spowodowat
nieznaczne zwickszenie powierzchni petli histerezy napigcia powierzchniowego, natomiast
obecnos¢ NaCl znacznie zredukowata ten efekt. Przyczyn nalezy upatrywaé, podobnie jak
w przypadku SH, zaréwno W oddziatywaniach MPS-NaCI®*® oraz XG-NaCl, bedacych
przyczyng zmian przestrzennej konformacji czasteczki polisacharydu®®%")  Jednoczeénie
podobng zmiang w wartosciach parametru HAn zauwazono w przypadku AG. Obecno$¢ AG
sprzyjata zmniejszeniu pola histerezy (zwezeniu petli) w poréwnaniu do probki kontrolne;j.
Jedynym wyjatkiem byt uktad zawierajacy 3 mg/ml AG + 0,9% NaCl, gdzie zaobserwowano
niewielki wzrost HAN. Réznice migdzy czystym MPS a uktadem MPS+3 mg/ml AG + 0,9%
NaCl mozna jednak uzna¢ za nieistotna, co potwierdza takze znikomy efekt zaobserwowany
przy analizie SI (Rys. 10.51.-A).

Analiza kata przesunigcia fazowego pokazuje, ze rdwniez ten parametr ulega zmianie w
kontakcie MPS z polisacharydowymi modyfikatorami lepkosci. Czysty MPS (Rys. 10.51.-C
niebieski znacznik), co szczegdétowo omowiono w podrozdziale 10.3.3, charakteryzuje si¢
spadkowa tendencja ¢ wraz ze wzrostem czestotliwo$ci wymuszonych odksztalcen GLI.
Obecnos¢ SH nie wptywa na obserwowany trend, ale wywoluje nieznaczny spadek wartosci
przy kazdej z mierzonych czestotliwosci oscylacji. Oznacza to, ze dodatek SH sprzyja
zawezaniu petli histerezy w wyniku zblizania si¢ krzywych ekspansji 1 kompresji w porownaniu
z probka kontrolng. Jest to zwigzane ze wzrostem roli sktadowej elastycznej nad sktadowa
lepko$ci zgodnie z interpretacja modelu powierzchni lepkosprezystej (omdéwionej w
podrozdziale 5.4.5). Z kolei, dodatek XG w poréownaniu do SH ma znacznie silniejszy wptyw
na mierzong charakterystyke, zmieniajac przebieg zaleznosci ¢(f). Rowniez w tym przypadku
zaobserwowano obnizenie wartosci ¢ W Stosunku do MPS, jednakze jego wartos$ci nie
zmienialy si¢ lub nieznacznie wzrastaly przy wiekszych czestotliwosciach oscylacji. Podobnie

do wynikéw dla SH, nie zaobserwowano wigkszej roznicy migedzy probkami z elektrolitem i
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bez niego. Réwniez obecno$é AG w wigkszym stezeniu spowodowata spadek ¢ w stosunku do
MPS, a mniej stezone roztwory cechowata nizsza warto$¢ ¢ przy malych f a wigksza przy
deformacjach >330 mHz. Takze i w tym przypadku nie odnotowano wigkszych réznic
spowodowanych obecnoscig elektrolitu.

Podsumowujac, catosciowa analiza zaleznoSci pomig¢dzy parametrami ¢ i Sl, ktorej
podstawy przedstawiono w podrozdziale 5.4.5, wykazata, ze sg one $cisle powigzane z HAN i
Z ksztattem petli histerezy. Sl to parametr $ci§le zwigzany z amplituda zmian napigcia
powierzchniowego w petli histerezy i opisuje maksymalny jej zakres, co wigze si¢ takze z jej
ksztaltem. Wskaznik ten wynika z dynamicznych wlasciwosci powierzchniowych 1 w
przypadku modyfikatorow lepkosci jest on bardziej zalezny od sprezystosci powierzchniowe;j
niz sktadowej lepkosciowe;.

Na podstawie otrzymanych danych okreslono ogélne tendencje dotyczace interakcji
pomiedzy polisacharydami a MPS. Stwierdzono, ze wptyw XG na dynamike MPS przejawia
si¢ w zwezaniu petli histerezy, co jest bardziej widoczne przy wyzszych czestotliwosciach
oscylacji. Efekt ten moze zosta¢ jednak zmieniony w obecnos$ci elektrolitu. Podobny trend
stwierdzono w przypadku AG. Wykazano generalnie podobng zalezno$¢ miedzy kryteriami
histerezy 1 parametrami reologii powierzchni. Podsumowujac, dodatek AG niezaleznie od
stezenia i zawartosci soli spowodowat jednoczesny spadek ¢ i Sl, ilustrujac zwezenie petli
histerezy o. Z kolei, SH stanowi przyktad substancji, ktora wywotuje dwa przeciwstawne efekty
tj. zwigkszenie indeksu stabilno$ci oraz zmniejszenie kata fazowego. Stad laczny wpltyw na
wielkos¢ (pole) histerezy zalezy od zakresu zmian kazdego z tych kryteriow.

Biorgc pod uwage wszystkie powyzsze dane mozna stwierdzi¢, ze zaden z wybranych
biopolimerow w badanym zakresie stgzen nie spowodowal ostabienia natywnych
dynamicznych whasciwosci powierzchniowo czynnych modelowego surfaktantu ptucnego, w
stopniu, ktory moglby sugerowac potencjalne uposledzenie jego funkcji w warunkach in vivo.
W zwiazku ze znikomymi réznicami w wartosciach kryteriow liczbowych i wtasciwosciach
reologicznych nie nalezy spodziewac si¢ istotnego zaburzenia biofizycznej funkcji surfaktantu
phucnego, co stanowi dobry prognostyk w rozwazaniach nad potencjalnym zastosowaniem tych

modyfikatoréow lepkosci jako substancji pomocniczych w lekach inhalacyjnych.
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11. Podsumowanie wynikéw badan
Atomizacja cieczy w urzadzeniach medycznych jest zalezna od konstrukcji urzadzenia oraz

od warunkéw procesowych. Jak wykazaty zawarte w tej rozprawie badania, kluczowg role
odgrywa konstrukcja urzadzenia, a wigc mechanizm i Sposob realizacji procesu atomizacji.
Czynniki te istotnie wptywaja na wielkos¢ wytwarzanych kropel, strumien emitowanego
aerozolu, mase leku pozostalg po ustaniu procesu (zawartg w objetosci rezydualnej), zmiany
temperatury cieczy w trakcie trwania procesu, czy mozliwos¢ rozdrobnienia agregatow czastek
statych (w przypadku atomizacji zawiesin). Na podstawie przeprowadzonych badan,
zauwazono, ze nebulizatory pneumatyczne wykazujg wickszg masowa wydajnos¢ emisji i
mniejszg stabilno$¢ pracy (wigksze fluktuacje wydajnosci) niz nebulizatory siateczkowe.
Atomizacja w nebulizatorach siateczkowych przebiega w warunkach niemal izotermicznych,
podczas gdy w pneumatycznych ciecz ulega ozigbieniu w trakcie procesu. W trakcie
nebulizacji, w wyniku adiabatycznego odparowania kropel wewnatrz naczynia oraz ich
czesciowej recyrkulacji dochodzi do obnizenia temperatury cieczy o kilka, a nawet kilkanascie
stopni. Przebieg spadku temperatury zalezy od wlasciwosci fizykochemicznych substancji,
cho¢ przede wszystkim od konstrukcji samego urzagdze  "nia pneumatycznego. Z drugiej
strony zmiany temperatury sg zrédtem zmian w jakosci aerozolu w miar¢ trwania nebulizacji,
poniewaz wplywaja na wilasciwosci fizykochemiczne cieczy (lepko$¢ i napigcie
powierzchniowe), te za§ wptywaja na przebieg procesu atomizacji.

Lepkos¢ cieczy odgrywa tu dominujgcg rolg jako miara sit przeciwstawiajgcych sig
deformacji i rozrywaniu cieczy. Rozpraszanie cieczy o podwyzszonej lepkosci wymaga
wickszego rozktadu energii, ktory zapewnia jedynie nebulizacja z zastosowaniem sprezonego
powietrza. Tylko w nebulizatorach pneumatycznych moze doj$¢ do atomizacji cieczy o
wiasciwosciach reologicznych silnie zmodyfikowanych w stosunku do wody. Badania
zaprezentowane Ww rozprawie pokazaly znaczenie tych wlasciwosci (m.in. cech
nieniutonowskich cieczy) dla lepszego zrozumienia i ilo$ciowego opisu procesu. Wyniki
pokazaly m.in., ze nebulizacja cieczy o statej lepkosci czesto prowadzi do powstania aerozolu
o innych parametrach niz nebulizacja ptynéw rozrzedzanych scinaniem. W przypadku cieczy
rozrzedzanych $cinaniem uzyskuje si¢ nizsza efektywng lepkos$¢ ze wzgledu na wystepowanie
wysokich szybkosci §cinania w obszarze rozpraszania cieczy. Takie zjawisko ma miejsce np.
w przypadku wodnych roztworoéw polisacharydow pochodzenia naturalnego atomizowanych w
nebulizatorach pneumatycznych, gdzie na skutek burzliwosci w komorze nebulizatora

dochodzi do reorganizacji struktury przestrzennej molekul i zerwania stabych wigzan (np.
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wodorowych). Rozpraszanie ptynéw niutonowskich o wyzszej lepkosci skutkuje obnizeniem
szybkosci emisji aerozolu i w konsekwencji wydluzeniem procesu. Wydajnos¢ emisji dawek
mozna zweryfikowa¢ na podstawie objetosci cieczy, ktora nie ulegta atomizacji (objgtosci
rezydualnej, RV). Dla roztworéw o podwyzszonej lepkosci wartos¢ RV wzrasta.
Zaobserwowano jednak, ze zwiekszona lepkos¢ stabilizuje emisje, zawezajac zakres fluktuacji
warto$ci wydajnosci w czasie procesu. W przypadku ptyndéw rozrzedzanych $cinaniem
uzyskuje si¢ wyzsze wartosci wydajnosci. Zmienno$¢ parametréow reologicznych w czasie
i w funkcji stezenia substancji zageszczajgcej wymaga podejs$cia indywidualnego do kazdego
z biopolimerow badanych w tej pracy. Roznice w przebiegu atomizacji roztwordw
polisacharydow zaznaczajg si¢ w obecnosci NaCl, sugerujac, ze molekuty SH ulegaja zmianom
strukturalnym w obecnosci elektrolitu, a AG - nie.

Lepko$¢ wptywa takze na rozmiar kropel oraz udziat masowy kropel o $rednicy ponizej 5
um (FPF). W przypadku ptynéw niutonowskich (roztwory glukozy i gliceryny) dochodzi do
znacznego obnizenia wartosci Dv(50). Nie zaobserwowano wptywu lepkosci na szeroko$é
rozktadu $rednic. W przypadku roztwordéw polisacharydéw jako modyfikatoréw lepkosci
pochodzenia naturalnego, ze wzgledu na dynamike procesu atomizacji i charakter ptynow,
istotnym elementem bylo zweryfikowanie stabilno$ci wtasciwosci aerodynamicznych mgiet
podczas trwania procesu. Obecno$¢ tych modyfikatoréw lepkosci sprzyja wzrostowi wielkosci
$rednic kropel emitowanych, jednakze wraz z trwaniem procesu dochodzi do stopniowego
zmniejszania wielkosci kropel, w odroznieniu od atomizacji wody czy soli fizjologicznej, gdzie
rozmiar kropel jest stabilny. W przypadku biopolimeréow nie zaobserwowano rdéwniez
wigkszego ich wplywu na polidyspersyjno$¢ aerozolu, ale odnotowano spadek udziatu kropel
drobnych. Stabilnos¢ wielkosci kropel emitowanych z nebulizatoréw pneumatycznych w
procesie atomizacji roztwordw agaru oraz brak tej stabilnosci w przypadku roztworéw gumy
ksantanowej wyjasniono w oparciu o zmian¢ wtasciwosci reologicznych cieczy atomizowane;.

O wigkszym znaczeniu konstrukcji nebulizatora dla wtasciwosci emitowanych aerozoli w
poréwnaniu z lepkoscig $wiadczy wynik analizy wptywu spadku temperatury cieczy rozpylanej
w nebulizatorze pneumatycznym na wielkos¢ kropel. Naturalne obnizenie temperatury w
nebulizatorze wptywa na wzrost lepkosci dynamicznej cieczy. Przedstawione badania
pokazaty, ze wzrost lepkosci zwigzany z obnizeniem temperatury nie zwickszat znaczaco emisji
mniejszych kropel wraz z trwaniem procesu atomizacji, w ptynach niutonowskich (roztwory
glukozy). W przypadku ptynow nieniutonowskich obserwowane zmiany parametrow aerozolu
W czasie procesu wynikaja ze zmiany charakteru ptynu na skutek restrukturyzacji a nie na

skutek zmiany temperatury.
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Kolejng wiasciwoscig fizykochemiczna, ktéra ma wptyw na parametry mgly aerozolowej
jest  napiecie  powierzchniowe. Roztwory =~ wodne  zawierajace substancje
powierzchniowoczynne mogg by¢ efektywnie rozpraszane zaréwno za pomocg nebulizatorow
pneumatycznych, jak i siateczkowych. W procesie atomizacji obnizeniec warto$ci napiecia
powierzchniowego zmniejsza zapotrzebowanie na energi¢, potrzebng do rozpadu cieczy na
krople. Wptyw ten uwidacznia si¢ bardziej w przypadku nebulizatorow siateczkowych.
W urzadzeniach tych mamy do czynienia z mniej intensywnym mieszaniem wewnatrz komory,
co zwieksza wptyw adsorpcji surfaktantu na proces formowania si¢ kropel niz w poréwnaniu z
JN. Mechanizm powstawania kropel w nebulizatorze pneumatycznym wigze sie z krotkim
czasem zycia kropel, na powierzchni ktorych nie dochodzi do réwnowagowej adsorpcji
zwigzku powierzchniowo czynnego, a wig¢c nie jest osiggane réwnowagowe napigcie
powierzchniowe. Stad wplyw rownowagowej wartosci napigcia powierzchniowego na
dziatanie JN nie jest jednoznaczny.

Roznice we wplywie napigcia powierzchniowego na proces atomizacji, sa widoczne juz w
wynikach badan wydajnosci emisji. Zastosowaniu dodatku surfaktantu w cieczy rozpylanej z
uzyciem nebulizatora pneumatycznego sprzyjato obnizeniu wydajnosci emisji, z kolei w VMN
zaobserwowano niewielki wzrost lub brak zmian. Swiadczy to takze o tym, ze w przypadku
VMN napigcie powierzchniowe ma mniejszy wptyw na wydajno$¢ emisji niz przewodnos¢
elektrolityczna. Ogolnie, wplyw obnizenia napigcia powierzchniowego (uzalezniony, ponizej
CMC od zawarto$ci zwiagzku powierzchniowoczynnego) na S$rednie warto$ci masowych
wydajnosci emisji jest trudny do interpretacji nawet dla nebulizatoréw siateczkowych.
Potwierdza to potrzebe indywidualnego podejscia do oceny jakosci aerozolu dla konkretnej
cieczy rozpylanej (leku) w danym nebulizatorze (identyfikacja uktadu nebulizator-lek). R6znic
w badanych zalezno$ciach nalezy upatrywac¢ w konstrukcji VMN, a takze w mozliwych
oddziatywaniach pomigdzy materialem membrany a rozpylang cieczg, na co wskazywano takze
w innych badaniach. Natomiast, analizujgc dane uzyskane przy rozpraszaniu cieczy W
nebulizatorze pneumatycznym zauwazono generalng tendencj¢ do spadku wydajnosci emisji
aerozolu wraz ze spadkiem napigcia powierzchniowego. Istniejg jednak réwniez pewne
podobienstwa dotyczace wplywu napigcia powierzchniowego na dziatanie nebulizatorow.
Przyktadowo, obnizenie napigcia powierzchniowego wigze si¢ w obu rodzajach nebulizatorow
ze spadkiem objetosci rezydualnej, co pocigga za sobg mniejsze straty preparatu podczas
inhalacji.

Wobec tak sformutowanych wnioskow w pracy przeprowadzono charakterystyke jakosci

aerozolu dla dotad niebadanego procesu nebulizacji roztworéw wybranych modyfikatorow
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napig¢cia powierzchniowego pochodzenia naturalnego. Duza zmienno$¢ i rozrzut wynikow
potwierdza wcze$niejSze  obserwacje. Zaobserwowano rowniez wplyw  napigcia
powierzchniowego na rozktad wielkosci kropel aerozolu uwalnianych z nebulizatorow
pneumatycznych i siateczkowych. W nebulizatorach siateczkowych powstaja coraz mniejsze
krople (spadek wartosci Dv(50)) wraz ze wzrostem stezenia substancji powierzchniowoczynnej
(). spadkiem o). Wszystkie emitowane aerozole z dodatkiem surfaktantu majg charakter
polidyspersyjny. Jednakze, jak pokazaty wyniki, obecnos¢ molekut powierzchniowoczynnych
przyczynia si¢ do zwezenia szerokosci rozktadu. Takie dziatanie pozytywnie wptywa na jako$¢
uwalnianej chmury aerozolowej pod katem terapeutycznego zastosowania. Zmiany sg tez
widoczne w postaci wzrostu udziatlu kropel drobnych w chmurze aerozolowej (FPF).
Natomiast, w przypadku nebulizator6w pneumatycznych obserwowany wpltyw na wielko$¢
kropel nie jest jednoznaczny. Otrzymane wyniki wyraznie pokazujg, ze spadek temperatury
podczas trwania procesu atomizacji w nebulizatorze pneumatycznym ma mate znaczenie
pomimo ochlodzenia cieczy, ktore wplywa na warto$¢ napigcia powierzchniowego.
Jednoczesnie dodatek modyfikatorow napiecia powierzchniowego zwicksza obnizenie
temperatury w czasie trwania atomizacji w poréwnaniu z procesem rozpraszania Soli
fizjologicznej.

Whasciwoscig fizykochemiczng majacag takze wplyw na parametry aerozolu jest
przewodnos$¢ elektrolityczna. Roztwory wodne o podwyzszonej zawartosci latwo
dysocjujacych soli moga bez przeszkdd by¢ rozpraszane za pomoca nebulizatoréw
pneumatycznych, jak i siateczkowych. Obecno$¢ jonow takich soli nie wptywa w istotny
sposob na wartos$ci wydajnosci chwilowej emisji w porownaniu z atomizacjg wody. Wartosci
wydajnosci fluktuujg wokoét wartosci $redniej, jednakze w obecnosci jonow dostrzega sie¢
niewielki efekt stabilizujacy. Obecnos¢ jonow w wigkszym stopniu wplywa na aerozol
rozpylany z uzyciem nebulizatoréw siateczkowych niz pneumatycznych. Wzrost zawarto$ci
silnego elektrolitu takiego jak NaCl zwigksza zakres roznicy temperatur cieczy rozpylanej —
temperatura obniza si¢ o nawet 0 2<C wigcej niz W przypadku soli fizjologicznej. Z kolei,
objetos¢ rezydualna nebulizatora pneumatycznego praktycznie nie zmienia si¢ przy wzroscie
przewodnosci  elektrolitycznej rozpylanego roztworu. Niewielki wzrost parametru
obserwowany jest jedynie przy bardzo duzym wzroscie za (10% NaCl), co moze by¢,
powigzane z duzym odparowaniem probki w wyniku zasolenia. Natomiast, dodatek soli do
cieczy rozpylanych przez VMN sprzyja wzrostowi warto$ci wydajnosci emisji. W urzgdzeniach
membranowych ~w  obecnosci jondow moze dojs¢ do interakcji (wzajemne

przyciaganie/odpychanie) pomi¢dzy materiatem membrany czy komory a ciecza rozpraszang.
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Niska warto$¢ $redniej emisji aerozolu uwalnianego podczas atomizacji wody ultraczystej
moze wynikac¢ z faktu, ze niektore urzadzenia membranowe potrzebuja wzrostu przewodnosci
cieczy do wydajniejszej pracy. Analizujac zaleznos$¢ objetosci rezydualnej od przewodnosci
roztworow zauwazono tendencj¢ do jej spadku wraz ze wzrostem zawarto$ci elektrolitu.

Na kolejnym etapie pracy postuzono si¢ otrzymanymi wynikami, aby w zbadac¢ i pogltebié¢
wiedz¢ odnosnie zjawisk, ktore rzadza procesem nebulizacji cieczy leczniczych w
nebulizatorach. Wybrano w tym celu preparaty zawiesinowe oraz w postaci roztworow, ktore
maja w przyblizeniu takg samg lepko$¢ dynamiczng. Badania mogtly postuzy¢ rowniez dyskusji
umozliwiajacej] porownanie jakosci aerozoli rozpylanych =z lekow oryginalnych
I generycznych. Analiza $redniej wydajnosci emisji lekéw inhalacyjnych w postaci roztworow
pokazuje, ze dominujacy wptyw na jakos$¢ aerozolu ma konstrukcja urzadzenia atomizujacego,
a w drugiej kolejnos$ci napiecie powierzchniowe. Ogdélnie, wyzszymi warto$ciami wydajnosci
emisji aerozoli preparatow farmaceutycznych charakteryzuje nebulizator pneumatyczny.
Jednakze wartos$ci te moga by¢ modyfikowane przez zmiang wlasciwosci cieczy. Dominujacy
wplyw konstrukcji urzadzenia zostat rowniez potwierdzony w badaniach objetosci rezydualne;j,
ktore wykazaly, ze w urzadzeniu pneumatycznym RV jest duzo wigksza niz w VMN.

Kontynuujac rozwazania, przeanalizowano rozklady wielkosci kropel w ktorych
Zaobserwowano, ze rozktady wielkosci kropel otrzymanych z nebulizatorow siateczkowych sa
znacznie wezsze niz w przypadku urzadzenia pneumatycznego. W przypadku zawiesin, roznice
W napigciu powierzchniowym odgrywa rolg¢ drugorzedna i tylko w nieznaczny sposob wplywa
na wielko$¢ emitowanych kropel. Analiza mgiet emitowanych przez VMN wykazata brak
znaczacych roéznic pomiedzy lekami, w formie roztwordéw i zawiesin. Porownanie rozmiaréw
kropel oraz udziatu kropel drobnych pokazuje, ze korzystniejszymi wlasciwosciami, pod
wzgledem terapeutycznym, charakteryzuje si¢ aerozol emitowany =z nebulizatora
pneumatycznego, ktoéry pomimo wigkszej polidyspersyjnosci, oferuje wicksza potencjalng
penetracje ptuc przez inhalowany aerozol. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wyniki uzyskane dla
nebulizatorow siateczkowych sg duzo bardziej powtarzalne. Odnotowano réwniez réznice w
wielkosci kropel rozpylanych lekow generycznych i oryginalnego, ktorych przyczyn nalezy
upatrywacé w roznicach w sktadzie, a w konsekwencji - we wtasciwosciach fizykochemicznych.

Obecno$¢ w lekach inhalacyjnych API w postaci czastek nierozpuszczalnych oraz
substancji pomocniczych zmieniajgcych wlasciwosci fizykochemiczne fazy wodnej wptywaja
na zakres spadku temperatur cieczy w czasie trwania nebulizacji, przy czym charakter i
dynamika zmian jest jak dla surfaktantow. Zauwazono réwniez niewielkie roznice pomiedzy

lekiem oryginalnym a generycznym i spowodowane réznicami w napigciu powierzchniowym.
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Temperatura lekéw inhalacyjnych podczas nebulizacji pneumatycznej jest obnizana w
wigkszym stopniu niz w przypadku soli fizjologiczne;.

Interesujace wnioski w konteks$cie roznic miedzy lekami odtworczymi a oryginalnym
wyplywaja z oceny wplywu procesu atomizacji w nebulizatorach siateczkowych na agregacje
czastek substancji aktywnej (tu: budezonidu) i szybko$¢ ich sedymentacji. Morfologia czgstek
APl badanych zawiesin leczniczych pokazata, ze mamy do czynienia z czastkami
niesferycznymi 1 charakteryzujacymi si¢ duza nieregularnoscia w ksztalcie oraz
niejednorodnos$cig rozmiarow. We wszystkich zawiesinach majg oddziatywanie one mi¢dzy
sobg i tworza wieksze zespoly. Sily kohezji sg tym silniejsze, im wigkszy jest stopien
rozdrobnienia czastek. W niektorych formulacjach wystepuja rowniez wigksze czastki
pierwotne. Badania pokazaty, ze zawiesiny cechujg si¢ niestabilnoscig (tj. rozdzialem na drodze
sedymentacji). Krzywe ilustrujace taki proces majg przebieg nieliniowy i rézny dla
poszczegolnych lekow. Roznice w szybkosci sedymentacji wynikaja z wlasciwosci formulacji
tj.. wielkosci pojedynczych czastek leku, ich tendencji do agregacji i réznego udzialu
masowego dodatkéw (stabilizatorow oraz konserwantdw), bedacych przyczyna rdéznic we
wilasciwosciach fizykochemicznych pomigdzy lekami oryginalnymi a generycznymi. Analiza
rozpadu agregatow czastek API w wyniku prowadzonego procesu atomizacji zawiesin W VMN
pokazata, ze wibracje membrany powoduja rozbicie skupisk czastek i emisj¢ drobnych kropel
zawierajacych czgstki o rozmiarach do kilku mikrometrow. Do ostatecznego rozbicia skupisk
czastek moze dochodzi¢ wewnatrz otworéw membrany, w ktorych zawiesina poddana jest
naprezeniom $cinajagcym. Jednocze$nie moze dojs¢ do nierdwnomiernej emisji czastek w
trakcie trwania procesu atomizacji ze wzgledu na r6znice w rozmiarach (zbyt duze czastki beda
akumulowac si¢ w nebulizatorze).

W celu oszacowania przewidywanej dawki osadzajacej si¢ w ptucach w trakcie nebulizacji,
wyniki uzyskane z pomiarow rozktadu wielkos$ci kropel aerozolu zostaly zaimplementowane
do modelu MPPD. Pozwolito to na okreslenie depozycji inhalowanego aerozolu w uktadzie
oddechowym, uwzgledniajace utamki depozycji z trzech odcinkow uktadu oddechowego: jama
ustna-gardto (gorne drogi oddechowe), rejon tchawiczo-oskrzelowy oraz obszar plucny
wymiany oddechowej, obejmujacy mate oskrzeliki i pecherzyki ptucne. Suma tych utamkow
daje depozycje sumaryczng w uktadzie oddechowym. Duze znaczenie mialy obliczenia
wykonane dla cieczy rozpylanych w badanych nebulizatorach w terapii inhalacyjnej, tj. lekow
W postaci zawiesin i roztworéw oraz soli fizjologicznej. Leki rozwazane w pracy maja lokalny
charakter dziatania i sg kierowane do oskrzeli, jednak moga takze dociera¢ do niepozadanych

miejsc (cze$¢ oddechowa). Inhalowany aerozol bedzie takze cz¢sciowo osadzat sie¢ w gornych
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drogach oddechowych. Dawka zdeponowana nie ma dziatania leczniczego i ulega po
potknieciu dezaktywacji w zotadku, ale moze wywotywac lokalne efekty uboczne. Zauwazono
jedynie niewielkie roznice pomiedzy depozycja réznych lekéw emitowanych przy uzyciu
danego nebulizatora, natomiast byly one wigksze przy poréwnaniu dziatania réznych
nebulizatoréw. Swiadczy to ponownie o dominujacej konstrukcji. Najwigkszymi utamkami
depozycji w obszarze oskrzeli cechowaly si¢ nebulizatory siateczkowe. Niepozadanym
miejscem depozycji badanych lekow jest obszar wymiany oddechowej, gdyz lek zdeponowany
w tym obszarze moze wptywa¢ na ptyn pecherzykowy, zawierajacy surfaktant ptucny. Jak
wspomniano wczesniej, zmiany wiasciwos$ci surfaktantu plucnego po kontakcie z aerozolem
maja istotny wplyw na fizjologi¢ uktadu oddechowego. Rowniez w tym przypadku(tj. dla
depozycji w obszarze pecherzykow plucnych) dominujaca role odgrywa konstrukcja
urzadzenia. Wobec braku znaczacych réznic pomiedzy poszczegdlnymi lekami dostarczonymi
z tego samego nebulizatora. Reasumujac, przeprowadzone badania na modelu MPPD pokazuja,
ze wszystkie testowane nebulizatory charakteryzujg si¢ stosunkowo duzg depozycja poza
obszarem docelowym osadzania si¢ lekoéw. Odnotowano rozbieznosci pomiedzy depozycja
aerozoli z urzadzenia pneumatycznego i siateczkowego. Roéznice pomigdzy lekiem
oryginalnym i jego odpowiednikiem odtworczym dostarczonymi z tego samego nebulizatora
sg mato zauwazalne. Otrzymane wyniki obliczen pozwolily na oszacowanie st¢zenia leku w
obszarze pegcherzykow ptucnych, ktore wyznaczono jako nominalny stosunek ilosci cieczy
zdeponowanej do ilosci surfaktantu ptucnego (przyjeto objetos¢ rowna 30 ml). Ze wzgledu na
niewielkie wahania otrzymanych wynikéw, do dalszych badan przyj¢to wartos¢ stezenia 0,018
ml dodatku (tj. leku lub modyfikatora)/ml surfaktantu.

Przeprowadzenie doswiadczen oceny jakos$ciowej iilosciowej aerozolu oraz kalkulacji
depozycji z zastosowaniem modelu MPPD umozliwito analize interakcji zainhalowanych
substancji z powierzchnig ptuc i wyscielajacym je ptynem biologicznym. Istnieje kilka
mozliwosci oceny oddzialywan aerozolu na surfaktant plucny. Gléwne koncepcje sg oparte na
ocenie zmian dynamicznej aktywnosci surfaktantu ptucnego, uwzgledniajac modele dynamiki
obnizania napigcia powierzchniowego, a na potrzebe¢ tej pracy wskazano dwa podejscia: (i)
analiza powierzchni migdzyfazowej ciecz-gaz w obecnosci modelu surfaktantu ptucnego LM
podczas kompresji oraz (ii) analiza powierzchni miedzyfazowej w obecnosci modelu
surfaktantu ptucnego MPS poddanej sinusoidalnym oscylacjom.

W badaniach wg pierwszego podejscia pokazano wplyw badanych substancji
pomocniczych analizujac izotermy kompresji oraz wspotczynnik $cisliwosci powierzchni

miedzyfazowej woda-powietrze w obecnosci MPS. Monitorowanie kompresji samej
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monowarstwy lipidowej pokazuje zmiany w jej organizacji wynikajacej z oddziatywan miedzy
molekutami fosfolipidu DPPC a czasteczkami cholesterolu. Potwierdzono takze wptyw
niektorych substancji pomocniczych lekéw inhalacyjnych na monowarstwe lipidowa.
Obecnos¢ jonéw chlorkowych i sodowych wplywa na stan fizyczny monowarstwy, CO jest
spowodowane zmiang tadunku powierzchniowego jej sktadnikow. Oddziatywanie jonow
z molekutami DPPC zmienia przebieg izotermy z-A. Obserwuje si¢ wczesniejszy Wzrost
ci$nienia powierzchniowego przy mniejszej zmianie powierzchni oraz zanik tzw. obszaru
plateau (wyptaszczenia). W tym przypadku kationy sodowe najprawdopodobniej tworza
wigzanie z grupami karbonylowymi DPPC, a aniony chlorkowe tworzg tzw. chmurg jonowa
wokot grup cholinowych. Réwniez obecnos¢ Tweenu 80, powszechnego stabilizatora w
produktach inhalacyjnych, wptywa na rozmieszczenie czgsteczek lipidow w monowarstwie |
tym samym na przebieg izotermy kompresji. Przeprowadzone badania dowodza, ze duza role
odgrywaja wlasciwosci powierzchniowo czynne dodatku. Przebieg interakcji sugeruje
intensywna wymiang molekut z filmu powierzchniowego (procesy adsorpcji/desorpcji). Wplyw
ten moze by¢ korzystny w kontek$cie biofizycznej aktywnos$ci surfaktantu plucnego, ze
wzgledu na przesunigcie izotermy kompresji w kierunku obszarow o nizszych z i A.

Szukajac potwierdzenia tezy 0 mozliwosci oddziatywania sktadnikow lekow
inhalacyjnych na powierzchni¢ migdzyfazowa zawierajacag modelowy surfaktant ptucny (model
lipidowy), przeprowadzono analiz¢ wplywu zawiesin lekow. Monitorujgc przebieg wartosciach
7-A odnotowano wyrazng zmian¢ W organizacji monowarstwy w wyniku oddziatywania
mi¢dzy molekutami fosfolipidu lub lipidu obojetnego a sktadnikami lekéw inhalacyjnych.
Zaobserwowano, ze leki zawiesinowe zawierajace z budezonid zmniejszajg elastyczno$¢
monowarstwy LM w fizjologicznie istotnym zakresie cisnien powierzchniowych (tj. powyzej
30 mN/m), co wigze si¢ z niezdolnoscig do tworzenia ciasno upakowanych monowarstw.
Sprzyja to rowniez intensywnej wymianie sktadnikow filmu powierzchniowego, podobnie jak
zauwazono wczesniej W obecnosci Tweenu 80. Wpltyw lekow zawierajacych budezonid (API)
na monowarstwe moze mie¢ rdzne zrodta. Po pierwsze, zawiesina ta zawiera nierozpuszczalne
czastki steroidu o wielkosci mikro- i submikrometrowej, ktore moga zosta¢ wbudowane w
hydrofobowa czg$¢ monowarstwy (oddzialywanie z tancuchami). Po drugie w preparacie sg
obecne aktywne powierzchniowo substancje pomocnicze (stuzgce jako emulgatory), ktore
mogg adsorbowa¢ sie na granicy faz powietrze-ciecz, przez co dochodzi do ich interakcji z
lipidami w monowarstwie. Powoduje to zmniejszenie dystansu migdzy pojedynczymi
czasteczkami, a w wyniku dziatania sit Sciskajacych (kompresja) nastepuje wzrost interakcji

migdzy czastkami API i/lub substancjami pomocniczymi. Otrzymane dane pozwolily réwniez
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na wskazanie réznic migdzy lekiem oryginalnym a odtworczymi, wynikajacych z roznej
zawarto$ci substancji pomocniczych, a by¢ moze takze z réznic we wlasciwos$ciach
powierzchni czastek API. Prowadzac obserwacje mikroskopowe BAM stwierdzono, ze kazdy
rodzaj badanego leku wywotal nieco inny przebieg organizacji czgsteczek monowarstwy
modelowego surfaktantu ptucnego.

W  niniejsze] pracy przeprowadzono analiz¢ wplywu substancji pomocniczych
powszechnie stosowanych w lekach inhalacyjnych, charakteryzujacych si¢ wiasciwosciami
powierzchniowo czynnymi, tj. chlorku benzalkoniowego oraz Polisorbatu 80, na MPS.
Otrzymane dane pokazuja, ze syntetyczne dodatki o silnych wlasciwosciach powierzchniowo
czynnych modyfikuja w istotny sposob parametry numeryczne i reologi¢ powierzchni
modelowego surfaktantu plucnego. Przebieg zmian jest rozny w zaleznosci od uzytego dodatku,
Co sugeruje, ze budowa i rodzaj molekut dodawanego surfaktantu m.in. wielkos¢ tancucha czy
tadunek powierzchniowy odgrywa rol¢ w interakcjach z czasteczkami tworzacymi
monowarstwe powierzchniowg. Stosowane w lekach syntetyczne surfaktanty, takie jak BAC
czy Tween 80 oddzialuja na surfaktant ptucny lecz nie oslabiajg w takim stopniu jego
dynamicznych wlasciwosci powierzchniowo czynnych, ktory wskazywalby na mozliwe
pogorszenie jego funkcji. Kolejnym przyktadem zastosowania metody byto badanie interakcji
lek inhalacyjny-modelowy surfaktant ptucny. Juz spadek samej wartosci quasi-rownowagowe;j
napiecia powierzchniowego, ktory rzutowat na zmiany parametréw charakteryzujacych petle
histerezy, $wiadczyt o istnieniu oddzialywan. Przebieg obserwowanych zmian jest rézny w
zalezno$ci od leku, co sugeruje, ze sktad formulacji i budowa molekul odgrywa role w
interakcjach z czasteczkami filmu powierzchniowego. Zauwazono, ze wigkszos¢ lekow w
wyniku oddziatywan z warstwg modelowego surfaktantu ptucnego przyczynita si¢ do znaczacej
zmiany ksztattu histerezy napigcia powierzchniowego w sposdb ograniczajacy zakres jej pola.
Swiadczy to 0 zmniejszeniu energii powierzchniowej przeznaczonej m.in. na procesy wymiany
masy 1 hydrodynamicznego procesu oczyszczania pgcherzyka ptucnego z zaadsorbowanych
elementow. Takie zmiany, moga mie¢ wymiar utrudnien w poprawnym, fizjologicznym
dziataniu i uposledzenia niektorych funkcji surfaktantu ptucnego. Interakcje pozostatych lekow
z MPSem skutkowaly wzrostem stabilnos$ci petli histerezy, co sprzyjato zmianie ksztattu
histerezy i w konsekwencji rozszerzeniu jej pola. Takie zmiany majg odwrotny skutek i
sprzyjaja kumulacji energii powierzchniowej. Obserwowane efekty w uktadzie MPS zalezg od
rodzaju leku nawet przy takim samym stezeniu substancji aktywnej. Przedstawione badania
moga stanowi¢ poczatek do dyskusji na temat roznic migdzy lekami generycznymi a

produktami oryginalnymi, na co starano si¢ zwrdci¢ uwage w niniejszej pracy.
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Przeprowadzone badania na dobrze znanych substancjach pomocniczych oraz na
mieszaninach stanowigcych formulacje farmaceutykéw inhalacyjnych daty podstawy do
skorzystania z niniejszej metody do analizy zwigzkéw pochodzenia naturalnego cechujacych
si¢ potencjatem zastosowania w lekach. Jednakze interpretacja takich pomiaréw byta obarczona
szeregiem trudnos$ci m.in. zwigzanymi ze ztozonoscig sktadnikowa mieszanin. Jest to zwigzane
z réznorodnos$cia czynnikéw wplywajacych jednoczesnie na wilasciwosci fizykochemiczne
modyfikatorow oraz ich zachowanie w mieszaninie z surfaktantem. Przedstawiona
charakterystyka dynamiczna powierzchni miedzyfazowej ciecz-gaz W obecnosci MPS oraz
wybranych modyfikatorow napigcia powierzchniowego pokazata, ze obecno$¢ escyny i
leucyny wptywa na ksztalt histerezy napiecia powierzchniowego, ktora ulega rozszerzeniu.
Zauwazono, ze dodatek substancji pochodzenia naturalnego sprzyja wzroscie stabilnosci
uktadu, a wzrost ten jest coraz wigkszy wraz z przyspieszaniem oscylacji powierzchniowe;.
Obie substancje wykazywaly podobne tendencje a réznice wynikajace z zawarto$ci sg
niewielkie w przypadku escyny a zauwazalne w przypadku leucyny. Wzrost stabilno$ci
histerezy oraz energii powierzchniowej, bedacej odpowiednio wynikiem wzrostu kryteriow Sl
oraz HAn, stanowi pozytywny efekt interakcji pomigdzy molekutami potencjalnej substancji
pomocniczej a MPS. Biorac pod uwage wszystkie przedstawione dane, mozna stwierdzi¢, ze
zadna z substancji modyfikujacych napigcie powierzchniowe w badanym zakresie stezen (tj.
leucyna 1 escyna) nie ostabita natywnych dynamicznych wilasciwosci powierzchniowych
modelowego surfaktantu plucnego w sposob, ktory moglby wskazywa¢ na mozliwe
pogorszenie jego funkcji in vivo. W kontekscie potencjalnego zastosowania leucyny i escyny
jako zamiennikow syntetycznych surfaktantow w lekach inhalacyjnych dokonano, obok
ogolnej oceny ich bezpieczenstwa, ocene porOwnawczg z rozpowszechnionymi substancjami
tj. BAC czy substancje z grupy polisorbatow. Poréwnujac wyniki, zauwazono bliZzniaczo
podobne przebiegi zmian pomigdzy BAC a escyna. Jednakze iloSciowa analiza kryteriow
jednoznacznie wskazuje na mniejszg ingerencje we wilasciwosci dynamiczne modelowego
filmu przy zastosowaniu substancji pochodzenia naturalnego.

Catosciowa analiza zalezno$ci pomiedzy parametrami ¢ i Sl, dokonana na przyktadzie
wptywu biopolimerow na surfaktant ptucny ukazata, ze sa one $cisle powigzane z HAn
I z ksztaltem petli histerezy. S| to parametr $cisle zwigzany z amplituda zmian napigcia
powierzchniowego w petli histerezy 1 wyznacza maksymalny jej zakres w ten sposob
wplywajac na ksztatt. Wskaznik ten wynika z dynamicznych wiasciwosci powierzchniowych 1
w przypadku modyfikatorow lepkosci jest on bardziej zalezny od sprezystosci powierzchniowej

niz sktadowej lepkosciowej. Na podstawie otrzymanych danych opracowano ogdlne tendencje
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dotyczace przebiegu interakcji pomiedzy polisacharydami a MPS. W pracy wykazano, ze zaden
z trzech badanych zwigzkéw nie zmieniat dynamicznych wiasciwosci miedzyfazowych MPS,
gdy byt stosowany w stezeniach odpowiednich do oczekiwanej dawki zdeponowanej w ptucach
oszacowanej przy pomocy modelu matematycznego. Stad mozna przyjac zatozenie, ze kazdy z
tych biopolimeréw mozna uzna¢ za bezpieczny dodatek do ptynnych preparatow do nebulizacji,
gdy jest stosowany do wplywania na rozktad wielko$ci aerozolu generowanego w
nebulizatorach i poprawiania depozycji w ptucach. Wykazano, ze mozliwe oddziatywanie
wdychanych zwigzkéw na powierzchni¢ ptuc moze wynika¢ z wtasciwosci fizykochemicznych
danego polisacharydu, ale takze moze zaleze¢ od obecnosci NaCl. Jednoczes$nie, zastosowanie
modyfikatorow lepkosci pochodzenia naturalnego moze pomoc w dostosowaniu wlasciwosci
wdychanego aerozolu leczniczego emitowanego z nebulizatorow, bez modyfikacji konstrukcji
inhalatora, a tym samym moze by¢ wykorzystane do optymalizacji dostarczania aerozolu do
uktadu oddechowego.

Podsumowujgc istotnym wydaje si¢ potaczenie wiedzy z inzynierii chemicznej i
inzynierskiego podejscia do procesow fizjologicznych z wiedzg o funkcjonowaniu systemu i
konsekwencjach zdrowotnych. W aktywnej fazie oddychania (wdech) energia wydatkowana
jest na rozpre¢zenie ptuc (proces ekspansji powierzchni) w celu wymuszenia przeptywu
powietrza do phuc. CzegSciowo energia ta pokrywa zapotrzebowanie na pokonanie sit
pochodzacych od napigcia powierzchniowego w pecherzykach ptucnych. Z kolei, w biernej
fazie cyklu oddechowego (wydech) powstaje nadwyzka energii w uktadzie (w tym uktadu
energii powierzchniowej), co prowadzi do histerezy napigcia powierzchniowego. Zgodnie z
przedstawionymi teoriami, skumulowana energia moze zosta¢ czeSciowo przeksztatcona w
zjawiska hydrodynamiczne np. efekty Marangoniego, przyczyniajace si¢ do wymiany masy w
plucach tj. wymiany gazowej czy proceséw klirensu. Stad, porownawcza ilociowa ocena
wplywu wybranych substancji zaadsorbowanych, w tym lekow, na powierzchni miedzyfazowej
zawierajace] modelowy surfaktant plucny dostarcza szeregu informacji istotnych z punktu

bezpieczenstwa terapii.
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12.Whnioski koncowe
Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto przeanalizowanie procesu powstawania

aerozolu w nebulizatorach medycznych oraz ilo$ciowe scharakteryzowanie wplywu
konstrukcji urzadzenia atomizujacego i wtasciwosci fizykochemicznych cieczy rozpylanej na
parametry wdychanej mgly, decydujace o depozycji inhalowanego aerozolu w ukladzie
oddechowym. W pracy zaproponowano takze sposéb modyfikacji wlasciwosci aerozolu przez
dodatek substancji wptywajacych na wlasciwosci cieczy, co pozwala na bardziej precyzyjne
kierowanie aerozolu do wybranych obszarow droég oddechowych. Dodatkowo, oceniono
bezpieczenstwo dla zdrowia ww. skladnikéw poprzez przebadanie ich oddziatywan z
modelowym surfaktantem ptucnym.

W przeprowadzonych badaniach potozono nacisk na:

e szczegOtowa charakterystyke wilasciwosci fizykochemicznych wyselekcjonowanych
pltynow bedacych substancjami modelowymi, lekami inhalacyjnymi lub substancjami
pochodzenia naturalnego posiadajacymi zdolnos¢ do modyfikacji napigcia
powierzchniowego lub lepkosci;

e charakterystyke aerozolu wytwarzanego przez wybrane nebulizatory i prowadzonego w
nich procesu atomizacji (m.in. wptyw konstrukcji urzadzenia 1 wtasciwosci cieczy na
wydajno$¢ emisji 1 rozktad wielkosci kropel, stabilno$¢ procesu w czasie, zmiang
temperatury cieczy, rozpad agregatow czastek leku, objetos¢ rezydualng),

e obliczenie ilo$ci aerozolu osadzajacego si¢ w roznych obszarach uktadu oddechowego
i wykorzystanie wynikow w badaniach in vitro dotyczacych wpltywu inhalowanych
substancji na surfaktant ptucny.

W wyniku realizacji pracy doktorskiej:

e udowodniono, ze odpowiednie zaprojektowanie procesu atomizacji przebiegajagcego w
nebulizatorach poprzez modyfikacj¢ wilasciwosci fizykochemicznych rozpraszanej
cieczy (lepkosci, napigcia powierzchniowego, przewodnosci elektrolitycznej), przy
uwzglednieniu zasady dziatania oraz budowy danego nebulizatora, umozliwia wzrost
efektywnosci depozycji inhalowanego aerozolu w phucach;

e wykazano, ze zasada dziatania i konstrukcja nebulizatora wptywaja silniej na parametry
emitowanego aerozolu niz wlasciwosci fizykochemiczne atomizowanych cieczy;

e wykazano konieczno$¢ testowania konkretnych uktadow lek (lub inna substancja)-
nebulizator. Takie podejécie oraz zindywidualizowana formulacja ciektych preparatow
do inhalacji (roztworéw lub zawiesin) zapewnia lepszg kontrole jakos$ci mgly leczniczej,

potencjalnie zwigkszajac efektywnos¢ aerozoloterapii;
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& zaproponowano i zastosowano metodyke pomiarowg umozliwiajacg dynamiczng analize
wielkosci kropel aerozolu tuz przy wyjsciu z ustnika w trakcie catego procesu nebulizacji,
co stanowi przewage nad metodami usredniajacymi pomiar wlasciwosci aerozolu w
czasie (m.in. metoda farmakopealna);

e wykazano réznice pomig¢dzy aerozolem wytwarzanym w wyniku atomizacji lekow
oryginalnych i odtworczych, zwracajac uwage na istotny wplyw rodzaju i stezenia
substancji pomocniczych obecnych w formulacji leczniczej;

e wyjasniono potencjalne zrodita réznic we wlasciwosciach aerozoli generowanych w
nebulizatorach pneumatycznych i membranowych, wskazujgc najkorzystniejsze warunki
prowadzenia procesu atomizacji w kazdym z ww. urzadzen;

e zaproponowano kilka biozgodnych substancji pochodzenia naturalnego modyfikujacych
napiecie powierzchniowe oraz lepko$¢, ktore moga by¢ uzyte w roli dodatkow
zmieniajacych wlasciwosci aerozolu 1 wptyna¢ na efektywnos¢ aerozoloterapii. Oceniono
ich bezpieczenstwo dla zdrowia wykonujagc pomiary in vitro oddzialywan
fizykochemicznych ze sktadnikami surfaktantu ptucnego w warunkach dynamicznych

symulujacych cykl oddechowy.

Tematyka pracy doktorskiej lokuje si¢ na pograniczu inzynierii chemicznej i procesowe;j
(analiza uktadow rozproszonych i procesu atomizacji cieczy, wraz z elementami fizykochemii
powierzchni w zakresie oddziatywania substancji adsorbujacych si¢ na powierzchni ciecz-gaz)
1 medycyny. W taki sposdb wpisuje si¢ ona we wspoOtczesne swiatowe trendy rozwojowe
dyscypliny naukowej ,,inzynieria chemiczna”, ktéra coraz czesciej znajduje zastosowanie w
analizie iloSciowej procesOw przebiegajacych w organizmie oraz wielu urzadzeniach
medycznych lub sztucznych narzadach (np. sztuczna nerka, serce, watroba, naczynia
krwionosne, itd.). Zastosowanie narzedzi inzynierii chemicznej na etapie projektowania
metodyki pomiarowej oraz analizy danych pozwolito w niniejszej pracy na sformutowanie
wnioskow, ktore poszerzaja aktualny stan wiedzy z zakresu inzynierskich aspektow

aerozoloterapii.
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OSWIADCZENIA
Badania przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej byly czesciowo finansowane przez
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e w ramach projektu badawczego PRELUDIUM o nr 2019/33/N/ST8/01181 ,,Badanie
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Dobrowolska);
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Rys. 9.Z.1.a-e. Nebulizatory zastosowane w badaniach (widok z boku)

Z.9.1. Opis aparatury pomiarowej Spraytec oraz podstawy teoretyczne jej dziatania

Uklad pomiarowy Spraytec sktada si¢ z dwoch modutéw funkcjonalnych instrumentu —
nadajnika (laser helowo-neonowy) oraz odbiornika, mi¢dzy ktoérymi znajduje si¢ przestrzen
pomiarowa. Nadajnik laserowy ma za zadanie wyemitowa¢ wigzke $wiatta o odpowiednich
parametrach. W tym celu wigzka laserowa jest rozszerzana przez kolimator. Odbiornik sktada
si¢ z tablicy 30 pojedynczych $wiattoczutych detektoréw oraz umieszczonej przed nimi 300
mm soczewki skupiajacej. Ich zadaniem, odpowiednio, jest skupianie rozproszonego $wiatla
I jego detekcja. Zasada dziatania uktadu dyfrakcyjnego opiera si¢ na pomiarze intensywnosci
widma $wiatla, ktore uleglo rozproszeniu na kroplach lub czastkach zdyspergowanych (pomiar
kata dyfrakeji). Czastki, badz krople zalamuja skolimowang wiazke laserowa pod réznym
katem, a nastepnie modut optyczny odbiornika skladajacy sie¢ z $wiattoczutego detektor
rejestruje katy zatamania $wiatlta oraz intensywno$¢ sygnaléw. Zgodnie z ogdlng zasada
zjawiska - wigksze czastki majg tendencj¢ do zatamywania wigzki laserowej pod mniejszym
katem niz male czastki. Generuja one natomiast wigksza intensywno$¢ sygnatu dla
rozproszonej wigzki $wiatla w poréwnaniu do mniejszych czastek®'”). Sygnat zarejestrowany
przez detektor, zostaje poddany obrdbce cyfrowej, a nastepnie przy wykorzystaniu modeli
matematycznych, otrzymuje si¢ objetosciowy rozklad wielkosci czastek lub kropel w
emitowanym aerozolu®®),

Modele matematyczne (ISO 13320:2009 Particle size analysis — Laser diffraction
methods), stosowane do obliczen, opierajg si¢ na teoriach rozpraszania §wiatla na czastkach
kulistych. Do czastek wigkszych - rzgedu kilku mikrometrow stosuje si¢ gtownie model
Fraunhofera, natomiast model Mie oraz teorie Rayleigha, bazujace na wyliczeniach Maxwella,
przeznaczone s3 do czastek o mniejszych $rednicach®l®. Ze wzgledu na duza doktadno$é w
poréwnaniu do pozostatych algorytmow oraz wszechstronno$¢ zastosowania, szczegdlnie duza
role odgrywa teoria Mie. Model Mie opisuje zjawisko promieniowania na zewnatrz i wewnatrz

czastki osadzonej w jednorodnym i nieabsorbujacym promieniowania §wietlnego osrodku. Co
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istotne, promieniowanie to moze rozchodzi¢ si¢ we wszystkich kierunkach w przestrzeni.
Model uwzglednia rol¢ optyczng materialu tworzacego czastke — moze on catkowicie
absorbowa¢ promieniowanie lub catkowicie go nie pochtaniaé. Dlatego tez, w kalkulacjach
stosuje si¢ wspoOtczynnik zalamania $wiatla oraz wspolczynnik absorpcji $wiatta przez
sferyczng czgstke (doktadniej material, ktory jg tworzy). Obliczenia modelowe polegaja na
analizie ilo$ci energii rozproszonej w wyniku odbicia lub zalamania na powierzchni czastki
oraz iloSci energii pochtonigtej przez material, co wyrazone jest poprzez wspolczynnik
transmisji. Wspotczynnik ten zalezy m.in. od dlugosci fali §wiatta, materialu czastki oraz
temperatury osrodka i jest on wyznaczany eksperymentalnie. Na jego podstawie wyznaczana
jest wielkos¢ czastek. Ogolnie, model Mie powinno si¢ stosowa¢ w przypadkach opisywanych
przez niski wspotczynnik zatamania $wiatta lub niski wspotczynnik absorbcji, a takze gdy
dhugo$¢ fali $wiatta jest poréwnywalna do rozmiaru $rednic czastek®1%329),
2.9.2. Opis aparatury pomiarowej mikroskopu BAM oraz podstawy teoretyczne jej dziatania
Podstawa mikroskopii kata Brewster’a opiera si¢ na wiasciwosciach optycznych
zatamanego $wiatta od powierzchni subfazy (wody). Wykorzystane jest tu zjawisko, odkryte
przez Davida Brewster’a, w ktorym $wiatlo padajace na powierzchni¢ ulega odbiciu pod
pewnym katem i zostaje spolaryzowane w jedng ptaszczyzne, tj. p-spolaryzowane. Dodatkowo,
gdy p-spolaryzowana wigzka przechodzi przez granice faz, brak odbicia (czarny obraz)
zachodzi tylko pod jednym okreslonym katem padania, zwanym katem Brewster’a

(w przypadku granicy faz powietrze-woda wynosi on 53°).

(8

Rys. A. Stanowisko badawcze: waga Langmuir’a-Wilhelmy ego i mikroskop kqta Brewster’a

Mikroskop BAM (Rys. A.) (Biolin Scientific, Wielka Brytania) wspolpracujacy z waga
Langmuir’a-Wilhelmy’ego tworzy obraz powierzchni GLI poprzez rejestracj¢ zmian
wspotczynnika zatamania $wiatta. Gdy skondensowana faza — odpowiednio cienka
monowarstwa, charakteryzujaca si¢ niezerowym (przeciwnie do wody) wspotczynnikiem

zatlamania §wiatta zaadsorbuje si¢ na granicy faz, nastapi mierzalna zmiana wspotczynnika
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odbicia. W takim wypadku pewna czg$¢ wiazki $wiatta laserowego ulegnie odbiciu od
powierzchni GLI, tworzac jasne punkty na obrazie z mikroskopu. Zmiana ta zachodzi
W obecno$ci molekut zaadsorbowanych na GLI i moze postuzy¢ do wizualizacji morfologii

warstwy oraz dostarczy¢ informacji o jednorodnosci struktur czy dynamice zmian

morfologicznych przy przejsciu miedzy kolejnymi stanami fizycznymi monowarstwy 23,
14 14
12 = 1,2 ~ @ Gliceryna 28%
©
£ 1 ® Glukoza 80% £S5 1 4 ®Gliceryna 50%
(O] (]
S ® Glukoza 50% S Gliceryna 62%
£0,8 20,8 A
o Glukoza 30% 2
20,6 < 06
(O] (O]
8 8
204 - €04 A
© ©
o o
0,2 A 0,2 A
0 T T T T 0@ T T T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
szybkos¢ Scinania (1/s) szybkos¢ Scinania (1/s)

Rys. 10.Z.1. Krzywe plyniecia roztworow glukozy (po lewej) i gliceryny (po prawej) w 25°C.

0,3 0,3
Oz o272
g RIR1 KIR2 ©R3 NR4 RS |az3 oz4
8 0'2 i . 012 i Z5 X 76
5 E X
> (O]
@ o
£ 5
go1 1 - 8
’5- esdle
©
c
0 T —
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 100
szybkos$¢ Scinania (1/s) szybkos$¢ Scinania (1/s)

Rys. 10.Z.2. Krzywe plyniecia roztworéw lekow inhalacyjnych (po lewej) i ich zawiesin (po prawej) w
25°C.
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TM-1000_6336 L x50k TM-1000_6338 L x50k
Z5-A Z6-A
Rys. 10.Z.3. Badanie morfologii czgstek API w lekach oryginalnych Z5 i Z6

6 6
_ AG (1,5 mg/ml) . XG (1,5 mg/ml)
P54 ¢AG2mg/ml) 0 e 4 £ 5
=5 ¢ AG (2 mg/ml) Y & o AXG (2 mg/ml)
3, | eacemym) o ® 5,
= ’_..u‘ = A XG (3 mg/ml)
93 4 9 4 A
.§ 2 - / é 2 4 AA Ak '
o *&-® SRy e A-AK
o o & $ L 4 s . | ‘A
© 1 A ® ¢ ® © 1

0 T T T 0 T T T

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
szybkos¢ Scinania szybkos¢ Scinania

Rys. 10.Z.4. Krzywe plyniecia roztworéw wodnych agaru (AG - po lewej) i gumy ksantanowej (XG - po
prawej) w 25°C

400
‘Z 350 A
§
300
: ; a iy
2 _ 250 A =
£ g ¢ =
3 £ 200 - s =
g
§ = 150 1 @ SH (JN-1)
§ 100 4 ®SH (IN-2)
T o B SH + 0,9% NaCl (JN-1)
s SH +0,9% NaCl (JN-2)
O T T T T T

0 1 2 3 4 5 6
stezenie biopolimeru (mg/ml)

Rys. 10.Z.5. Srednia masowa wydajnos¢ wyemitowanej dawki podczas 4-minutowej nebulizacji w

wybranych urzqdzeniach pneumatycznych w funkcji stezenia hialuronianu sodu
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14 90
m woda m GLU 30% 20 W woda B GLU 30%
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287 £50
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L6 040
>
o 2
X30
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20
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0 0
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IN-2

JN-1

JN-2

Rys. 10.Z.6. Srednica Dv(50) kropel (po lewo) i udzial objetosciowy frakcji kropel drobnych (po prawo)

emitowanych z dwoch nebulizatorow pneumatycznych na przyktadzie roztworow glukozy.

2
1,8

Ewoda m0,001% BAC m0,01% BAC =0,1% BAC

JN-1 JN-2 VMN-1 VMN-2 VMN-3

Rys. 10.2.7. Geometryczne odchylenie standardowe rozktadu wielkosci kropel emitowanych z dwoch
nebulizatorow pneumatycznych i trzech siateczkowych na przyktadzie roztworow chlorku
benzalkoniowego
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14 14 mwoda

H woda
m0,001% Tween 80 : 8'8(1)01/%3/3/éc
12 4 ®0,01% Tween 80 12 + ol
0,1% Tween 80 0,1% BAC
10 - e 10 £9.0,001% BAC +0,9% NaCl
P91 Tween 89 1,97 1 0,01% BAC + 0,9% NaCl
= =10,01% Tween 80 + 0,9% NaCl - 0/1% BAC + 0.9% NaCl
Eg | 0,1% Tween 80 +0,9% NaCl Esg |
2 3
EG 1 T [xlsls E °
4 1 i \ _ 4
\ 0N YRR
2 A & e e 2 1
X SN Sl
& S B8
o | N N 0N N
IN-1 VMN-1 VMN-3 IN-1 VMN-1 VMN-3

Rys. 10.Z.8. Srednica Dv(50) kropel emitowanych z nebulizatora pneumatycznego i dwéch
nebulizatorow siateczkowych na przyktadzie roztworow wodnych i w soli fizjologicznej
Tweenu 80 (po lewej) i BAC (po prawej).

70%
HR1 WR2 WR3 WR4 WR5 mZ5 mZ6
60% A
50% A
40% A

30% A

utamek depozycji (-)

20% A

10% A

0% -
JN-1 VMN-1 VMN-2 VMN-3
Rys. 10.Z.9. Utamek depozycji kropel zawierajgcych leki inhalacyjne w postaci roztworu R1-R5 oraz
zawiesiny Z5-Z6 przy uzyciu wybranych nebulizatoréw w odniesieniu do gornych drog
oddechowych.
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70%

60% LGLU 30% JN-1 B GLU 80% JN-1
-

50% A
GLI 28% B GLI 62%
40% A

30% A

utamek depozycji (-)

20% A

10% A

0%

Jama ustna-gardto Tchawica-oskrzela Czes¢ oddechowa Catos¢

Rys. 10.Z.10. Poréwnanie utamkow depozycji kropel aerozolu substancji modyfikujgcych lepkosé
(glukozy i gliceryny) rozpraszanych w JN-1I w poszczegolnych odcinkach ukladu

oddechowego.
0, 0,
100% W TWEEN 80 0,001% JN-1 100% W BAC 0,001% IN-1
® TWEEN 80 0,1% JN-1 W BAC 0,001% IN-1

— m TWEEN 80 0,001% VMN-1 — 80% - W BAC 0,001% VMN-1
= m TWEEN 80 0,1% VMN-1 = W BAC0,1% VMN-1
g m TWEEN 80 0,001% VMN-2 =) W BAC 0,001% VMN-2
5 TWEEN 80 0,1% VMN-2 o 60% 1 BAC 0,1% VMN-2
2 509 - m TWEEN 80 0,001% VMN-3 § m BAC 0,001% VMN-3
o -
° TWEEN 80 0,1% VMN-3 = 0% - BAC 0,001% VMN-3
5 5
5 S 20% -

0%

Rys. 10.Z.11. Poréwnanie ulamkéw depozycji kropel aerozolu syntetycznych surfaktantow: Tween 80
(po lewej) i BAC (po prawej) rozpraszanych w nebulizatorach w poszczegélnych odcinkach
uktadu oddechowego
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Rys. 10.2.12. Izoterma kompresji (po lewej) i zaleznosé wspélczynnika scisliwosci (po prawej)
powierzchni migdzyfazowej woda-powietrze w obecnosci DPPC oraz DPPC i cholesterolu
(8:2) w temperaturze fizjologicznej
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Tab. 10.Z.1. Srednie wartosci parametréw aerozolowych (Dv(50), GSD i %V<5um) mgiel
wytworzonych poprzez rozpylanie wodnych roztworéw i w soli fizjologicznej wybranych
modyfikatorow lepkosci przy pomocy JN-1 i JN-2

Hialuronian sodu (SH)

stezenie JN-1 JN-2
. o 0
po'('f]fg/hnig'd” Dvs0) (um) | 68D () | o™ | Do um) | esDe) | oo
0,8 4332006 | 184:001 | 58332001 | 439£026 | 176:0,01 | 58,32:3,71
15 458£0,00 | 1,88:002 | 5493:120 | 453:022 | 1,76:0,02 | 56,28+3,11
2 4,66£0,06 | 1,89:001 | 5397:0,72 | 4,36£028 | 173:0,01 | 58,00+435
3 487015 | 183:001 | 5164x1,84 | 4,28:027 | 1725001 | 60,204425
4 4,62£0,08 | 181x0,01 | 54,74:1,04 | 4,20£028 | 1725001 | 6151445
Hialuronian sodu (SH) + 0,9% NaCl
stezenie JN-1 JN-2
. 0 )
po'('rs]f;?nig'd” Dvs0) (um) | GSD() | o™ | Dvso) ) | GsD() |
0,8 4742015 | 1,99:0.17 | 52082175 | 4072020 | L176:0,02 | 62,0043,04
15 503030 | 1,90:0,06 | 49,86+3,15 | 403025 | 1,76£0,02 | 63,61+3,34
2 4712018 | 1,87£0,03 | 53492215 | 4,35:026 | 1,79:0,03 | 58,59:371
3 455:0,11 | 1,89:0,03 | 5534x139 | 4,38:004 | 179:0,01 | 58,12£0,50
4 5165011 | 1,90£001 | 48,29:1,13 | 4172021 | 1,77£001 | 61313,09
Agar (AG)
stezenie JIN-1 JN-2
. 0 )
po'('rs]f;?nig'd” Dvs0) (um) | GSD() | o™ | Do) qumy | GsD() | o
0,8 4455013 | 1,80£002 | 5700160 | 4572034 | L76£002 | 55872479
15 457£023 | 1,78:001 | 556123,00 | 443015 | 1725002 | 5704224
2 484£023 | 1,80£0,05 | 52,13:287 | 4,62£009 | 177:0,02 | 5496:123
3 4,78:020 | 1,78:0,03 | 53485255 | 4,42£0,02 | 1,74:001 | 57,89:038
Agar (AG) + 0,9% NaCl
stezenie JN-1 JN-2
o0 o,
po'('rs]?;/hnig’d” Dvs0) (um) | GSD() | o™ | Dvso) ) | GsD() | T
0,8 4,08£026 | 187£002 | 61292336 | 424£039 | 1802006 | 60,49:630
15 4445014 | 182:002 | 5689:1,77 | 4,32:037 | 178:0,04 | 59,43+5383
2 396:028 | 1,85:0,01 | 6328:392 | 442003 | 1,81x002 | 57,4620,56
3 483£022 | 188£0,03 | 52085261 | 4,27£031 | 1,78:0,03 | 59,92+478
Guma ksantanowa (XG)
stezenie JN-1 JN-2
o0 o,
po'('rs]?;/hniﬁ’d” DV(S0) (um) | GSD() | o™ | Dvs0) qum) | GSD() | o
0,8 556011 | 1725002 | 4314125 | 4285007 | 1,60£002 | 6L77£1.30
15 5505023 | 1,77£005 | 42,60:244 | 421016 | 1612002 | 62,90:2,34
2 5812027 | 1,83£0,02 | 41,35:2,65 | 4275016 | 1,61£0,02 | 61,79:2.74
3 5565012 | 1,81x0,03 | 4387£130 | 421012 | 1,60£0,05 | 62,99:231
4 5475017 | 1812008 | 44,801,553 | 4155012 | 1,60£0,04 | 64,25:230
Guma ksantanowa (XG) + 0,9% NaCl
stezenie JN-1 JN-2
0 o,
po'('rsr?glhnﬁg’d” DV(50) (um) | GSD (-) A’\z:/f)“m Dv(50) (um) | GSD (-) A’\E;f)“m
0.8 5265012 | 1842003 | 47.16£125 | 4250025 | 1,60£002 | 6108404
15 532019 | 188005 | 46,66:244 | 3,845005 | 1,66£0,01 | 67,840,830
2 5602005 | 1,80£0,01 | 4322:265 | 4,16£0,16 | 1,66£0,02 | 62,74%2.76
3 455£0,03 | 1,83£0,02 | 55482130 | 3,87£014 | 1,69:0,03 | 66992279
4 439:004 | 1,88:001 | 57212153 | 389£022 | 167:0,02 | 67,13+4,15
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Tab. 10.Z.2. Srednia masowa wydajnos¢ wyemitowanej dawki wodnych roztworéw L-leucyny i escyny
oraz roztworow w soli fizjologicznej podczas 4-minutowej nebulizacji w wybranych
urzqdzeniach medycznych

napigcie i napigcie )
substancja | powierzchnio JN-1 VI\QN substancja | powierzchnio JN-1 VI\QN
we (mN/m) we (mN/m)
721.33 | 202.87 721.33 | 202.87
woda 71,7+0,32 136,09 | £46.56 woda 71,7+0,32 136,09 | +46.56
0,004375% 356,55 | 574,07 5753+ | 389.83
Esc 685502 | 1603 | 280,28 | 0% Leu | 68672057 | "9 95 | 15008
0.0175% 42545 | 56861 . 1015+ | 276,08
i 45,60:0,11 | 500 | 20008 | L% Leu | 7072203 s0a | 702
724.41 | 422,69 72441 | 422,69
0 1 1 0 1 1
09% NaCl | 70826103 | 2 | 1000 | 09 Nacl | 70,821,038 | AL | HTECS
0,004375%
! 282,85 | 728.01 | 0,9% Leu + 493.2+ | 25097
0 1 1 1 1 1
ESCN‘;g’Ig/" 55,88+0.66 | Uy | 44300 | 09% Nacl | (0120121 g7 | ogs
0.0175%
! 363,38 | 704,12 | 1.1% Leu + 285,96 | 275,84
0 1 1 1 1 1
ESCNJ;g’I% 41358046 | 153 | 11702 | 0.9% Nacl | 8976018 11608 | 135,65
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Tab. 10.2.3. Wilasciwosci aerodynamiczne chmur aerozolowych otrzymanych w wyniku rozpraszania
wodnych mieszanin lecytyny sojowej i escyny oraz ich mieszanin w soli fizjologicznej

emitowanych z dwoch nebulizatorow pneumatycznych i trzech siateczkowych

Lecytyna sojowa

% % Dv(50) (um) GSD () %V<5um (%)

= N

g e

2 § woda 0,9% NaCl woda 0,9% NaCl woda 0,9% NaCl

JN-1 4,88+0,10 5,28+0,06 | 1,88+0,001 | 1,96+0,006 | 51,38+1,09 | 47,07+0,58

S\C_” S JN-2 3,82+0,19 3,50+0,02 1,760,036 | 1,86+0,022 | 66,63+£2,59 | 70,71+0,25
S VMN-1 7,40+0,14 6,28+0,04 | 1,60+0,006 | 1,72+0,008 | 23,40+0,81 | 35,79+0,25
c VMN-2 | 14,13+0,34 | 11,80+0,13 | 1,49+0,013 | 1,694+0,045 0.42+0,04 7,10+1,42
VMN-3 6,63+0,69 5,68+0,13 1,56+0,021 | 1,570,011 | 29,45+7,30 | 40,15+1,73

JN-1 5,15+0,24 5,29+0,01 1,93+£0,054 | 1,93+0,003 | 48,38+2,60 | 47,00+0,08

S = JN-2 3,68+0,13 3,51+0,01 1,80+£0,001 | 1,84+0,004 | 68,38+1,97 | 70,66+0,08
8_ § VMN-1 7,69+0,25 6,22+0,06 1,58+0,012 | 1,74+0,020 | 20,78+2,13 | 36,59+0,70
o~ VMN-2 | 12,77+0,32 | 11,86+0,18 | 1,570,016 | 1,63+0,012 2,08+0,37 6,27+0,45
VMN-3 6,01+0,17 5,65+0,07 | 1,58+0,073 | 1,56+0,002 | 36,13+3,45 | 40,51+0,86

JN-1 4,90+0,02 5,03+0,05 1.93+0,002 | 1,93+0,002 | 51,16+0,24 | 49,67+0,52

S~ JN-2 3,57+0,01 3,26:+0,01 1,82+0,003 | 1,82+0,019 | 69,89+0,05 | 74,55+0,17
"‘o’_ § VMN-1 8,48+0,07 6,28+0,01 1,57+0,022 | 1,720,008 | 15,55+0,49 | 35,82+0,14
o~ VMN-2 9,40+0,20 | 11,74+0,13 | 1,92+0,103 | 1,64+0,023 | 18,97+1,52 | 6,39+0,19
VMN-3 5,99+0,19 5,47+0,03 1,56+0,102 | 1,55+0,018 | 36,32+2,44 | 42,64+0,37

S JN-1 4,82+0,07 5,04+0,14 1,90+0,042 | 2,04+0,156 | 52,16+0,90 | 49,66+1,39

B JN-2 3,10+0,01 3,27+0,06 | 1,770,001 | 1,83+0,021 | 78,18+0,18 | 74,27+0,99

;\; VMN-1 8,46+0,05 6,22+0,03 1,55+0,006 | 1,73+0,002 | 15,15+0,09 | 36,46+0,24

) VMN-2 | 12,93+0,18 | 11,47+0,07 | 1,55+0,001 | 1,64+0,015 2,21+0,19 7,06+0,33

° VMN-3 6,09+0,16 552+0,04 | 1,570,013 | 1,55+0,001 | 35,04+1,87 | 42,08+0,49

Escyna

% g Dv(50) (um) GSD (-) %V<5um (%)

= N

R =]

2 § woda 0,9% NaCl woda 0,9% NaCl woda 0,9% NaCl
S JN-1 5,52+0,01 4,95+0,05 1,85+0,001 | 2,030,151 | 44,18+0,12 | 50,50+0,48
"y S JN-2 3,89+0,03 3.69+0,09 1,68+0,011 | 1,84+0,032 67,15+0,3 67,98+1,71
Q = VMN-1 9,10+0,03 6,30+0,04 1,59+0,001 | 1,74+0,002 | 12,94+0,12 | 35,95+0,38
8_ = VMN-2 14,27+0,3 12,56+0,26 | 1,63+0,023 | 1,67+0,014 2,46+0,09 5,47+0,80
° VMN-3 7,62+0,06 5,61+0,40 1,54+0,014 | 1,67+0,114 | 19,40+0,89 | 41,83+5,64
° JN-1 5,46+0,01 4,73+0,02 1,86+0,003 | 1,93+0,014 | 44,86+0,16 | 52,95+0,25
S\v — JN-2 4,10+0,03 3,43+0,02 1,71+0,009 | 1,80+0,006 | 63,22+0,69 | 72,02+0,28
g § VMN-1 | 8,49+0,66 | 6,38+0,03 | 1,60+0,001 | 1,78+0,002 | 14,67+0,22 | 35,59+0,21
g. = VMN-2 | 14,62+0,11 | 12,42+0,01 | 1,64+0,002 | 1,64+0,003 2,25+0,02 5,16+0,14

VMN-3 7,44+0,04 5,2+0,47 1,54+0,003 | 1,74+0,123 | 20,67+0,53 | 46,70+6,34

IN-1 557+0,17 | 4,86+0,03 | 1,87+0,004 | 1,93+0,001 | 43,76+1,84 | 51,48+0,04

) = IN-2 3,84+0,02 | 4,35+0,11 | 1,69+0,018 | 1,87+0,002 | 67,61+0,35 | 58,22+1,54
~ S VMN-1 9,38+0,09 6.49+0,03 1,57+0,020 | 1,78+0,002 | 11,59+0,71 | 34,84+0,21
g— = VMN-2 | 14,00+0,38 | 12,00+0,04 | 1,59+0,007 | 1,65+0,002 2,17+0,23 5,51+0,08
VMN-3 7,46+0,11 5,46+0,36 1,54+0,006 1.67+0,13 20,46+0,63 | 43,65+5,05

JN-1 5,79+0,12 5,03+0,03 1,88+0,011 | 2,01+0,001 | 41,56+1,27 | 49,69+0,35

§ S JN-2 4,09+0,05 4,39+0,06 1,71+0,001 | 1,85+0,018 | 63,47+0,89 | 57,68+0,76
® S VMN-1 9,09+0,03 6,48+0,09 | 1,58+0,001 | 1,79+0,049 | 12,92+0,09 | 34,88+0,91
o~ VMN-2 | 13,93+0,01 | 12,33+0,21 | 1,62+0,004 | 1,64+0,002 3,23+0,10 5,00+0,38
VMN-3 7,01+0,28 5,72+0,05 1,53+0,038 | 1,60+0,008 | 24,42+3,46 | 40,11+0.44

* Wartos$¢ stezenia w mieszaninie dotyczy zawartosci lecytyny sojowej i escyny
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Tab. 10.Z.4. Oszacowane wartosci stezen zdeponowanych w obszarze pecherzykow ptucnych dawek
lekow, substancji modelowych i modyfikatorow lepkosci pochodzenia naturalnego wyrazone
w ml dodatku/ ml mieszaniny

Leki inhalacyjne
Nazwa R1 R2 R3 R4 R5 Z-5 Z-6
JN-1 0,016 0,016 0,015 0,016 0,017 0,016 0,014
VMN-1 0,006 0,003 0,010 0,004 0,011 0,011 0,002
VMN-2 0,010 0,009 0,008 0,009 0,008 0,009 0,009
VMN-3 0,017 0,017 0,016 0,018 0,017 0,017 0,017
Leki inhalacyjne
Nazwa Z-1 Z-2 Z-3 Z-4
JN-1 0,016 0,015 0,016 0,016
VMN-2 0,015 0,015 0,015 0,016
Substancje modelowe
Nazwa 0,9% NaCl 5% NaCl Tween 80 0,001% Tween 80 0,1% BAC 0,001% BAC 0,1%
JN-1 0,015 0,016 0,015 0,015 0,015 0,016
VMN-1 0,017 0,016 0,015 0,012 0,013 0,018
VMN-2 0,008 0,008 0,006 0,006 0,006 0,011
VMN-3 0,017 0,017 0,016 0,016 0,016 0,018
Modyfikatory lepkosci
poczatkowe stezenie biopolimeru w XG+ 0,9% NaCl XG+ 0,9% NaCl
cieczy poddanej atomizacji XG (IN-1) (IN-1) XG (IN-2) (IN-2)
0,8 0,018 0,018 0,019 0,018
15 0,016 0,015 0,019 0,019
2 0,015 0,015 0,019 0,019
3 0,016 0,017 0,019 0019
4 0,016 0,017 0,019 0,019
poczatkowe stezenie biopolimeru w AG+ 0,9% NaCl AG+ 0,9% NaCl
cieczy poddanej atomizacji AG (IN-1) (IN-1) AG (IN-2) (JN-2)
0,8 0,017 0,017 0,017 0,017
15 0,017 0,017 0,018 0,017
2 0,017 0,017 0,017 0,017
3 0,017 0,016 0,018 0,018
oczatkowe stezenie biopolimeru w SH+ 0,9% NaCl SH+ 0,9% NaCl
b c?ieczy pogdanej ator%izacji SH (N-1) (IN-1) SH(N-2) (IN-2)
0,8 0,017 0,015 0,018 0,018
15 0,016 0,016 0,017 0,018
2 0,016 0,016 0,018 0,017
3 0,016 0,016 0,018 0,017

Tab. 10.Z.5. Quasi-réwnowagowa wartosé¢ napiecia powierzchniowego na granicy faz ciecz-gaz W
obecnosci modelu surfaktantu ptucnego MPS Infasurf® oraz wybranych lekéw inhalacyjnych

Substancja QuaSI-r.ownonagowe napiecie Substancja QuaSI-r.ownovs./agowe napiecie
powierzchniowe (mN/m) powierzchniowe (mN/m)
MPS Infasurf® 32,07+0,21
R1 26,38+0,57 R5 26,16+0,52
R2 27,62+0,18 Z5 25,01+0,15
R4 24,49+0,12 Z6 26,67+0,56
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