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Perfluorochemicals as liquid vectors of respiratotory gases used in

medicine and biotechnology

S u m m a r y

Perfluorochemicals (fluorocarbons, PFCs) are the ones possible to use oxy-
gen vector in biomedical sciences. Their structure, chemical and physical prop-
erties are fully described. The use of PFCs in medicine and biotechnology is pre-
sented. Possible areas of application of perfluorochemicals in biochemical engi-
neering are discussed. Pure liquid or emulsified PFCs are used in the bioreactor
cultures of microbial, plant or animal cells to improve the oxygen (or carbon di-
oxide) delivery with simultaneous reduction of hydrodynamic shear stress.
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1. Wprowadzenie

Perfluorozwi¹zki (perfluoropochodne wêglowodorów, per-
fluoroalkany, perfluorokarbony, zwi¹zki perfluorowane; PFC,
perfluorochemicals) to pochodne alifatycznych, cyklicznych i poli-
cyklicznych wêglowodorów, w których wiêkszoœæ lub wszystkie
atomy wodoru zosta³y zast¹pione atomami fluoru [1]. Zwi¹zki
perflurowane s¹ przedmiotem rosn¹cego od kilkunastu lat zain-
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teresowania z uwagi na szereg wykazywanych przez nie specyficznych w³aœciwoœci
fizykochemicznych. Szczególnie interesuj¹ce s¹: wysoka rozpuszczalnoœæ gazów od-
dechowych, czyli tlenu i dwutlenku wêgla oraz chemiczna i biologiczna inertnoœæ.
Te cechy umo¿liwiaj¹ stosowanie perfluorozwi¹zków w medycynie oraz w biotech-
nologii jako ciek³ych noœników tlenu (wzglêdnie dwutlenku wêgla). Brak mieszalnoœci
z p³ynami fizjologicznymi i ciek³ymi po¿ywkami u³atwia pracê z tymi substancjami,
umo¿liwia ich regeneracjê oraz wielokrotne u¿ycie. Wszystko to sprawia, ¿e perflu-
orozwi¹zki s¹ interesuj¹cym medium poœrednicz¹cym w wymianie gazowej zacho-
dz¹cej w p³ucach, a tak¿e ciek³ym noœnikiem tlenu, który umo¿liwia usprawnienie
hodowli drobnoustrojów oraz komórek roœlinnych i zwierzêcych w bioreaktorach.

Uznawane za tradycyjne zastosowania zwi¹zków perfluorowanych dotycz¹ ich
wykorzystania w ró¿nych ga³êziach przemys³u, na przyk³ad w przetwórstwie poli-
merów, przemyœle tekstylnym, a tak¿e chemicznym i zwi¹zane s¹ z produkcj¹ œrod-
ków gaœniczych, odzyskiem olejów oraz produkcj¹ specjalistycznych œrodków czysz-
cz¹cych. Interesuj¹cym zastosowaniem ciek³ych perfluoroalkanów jest u¿ycie ich
jako œrodowiska reakcji dwufazowych oraz procesów prowadzonych w ciek³ym b¹dŸ
nadkrytycznym dwutlenku wêgla [2].

W artykule omówiono budowê oraz fizykochemiczne w³aœciwoœci perfluorozwi¹z-
ków. Przedstawiono ich dotychczasowe zastosowania w medycynie i biotechnolo-
gii. Przedyskutowano tak¿e mo¿liwe kierunki rozwoju biotechnologicznych aplika-
cji zwi¹zków perfluorowanych.

2. Budowa i w³aœciwoœci fizykochemiczne perfluorozwi¹zków

Fluor charakteryzuje siê najwy¿sz¹ elektroujemnoœci¹ spoœród wszystkich zna-
nych pierwiastków chemicznych, a jego atomy wykazuj¹ bardzo nisk¹ polaryzacjê,
ponadto jest najsilniejszym znanym utleniaczem [3]. Zast¹pienie w cz¹steczkach
wêglowodorów atomów wodoru atomami fluoru znacz¹co zmienia w³aœciwoœci fizy-
kochemiczne zwi¹zku. Na rysunku 1 przedstawiono struktury chemiczne przyk³ado-
wych cz¹steczek perfluorozwi¹zków. Ogólny sumaryczny wzór perfluoroalkanów
ca³kowicie wysyconych fluorem ma postaæ CnF2n+2.

Po raz pierwszy, perfluorozwi¹zki zosta³y zsyntetyzowane podczas II wojny
œwiatowej w ramach badañ nad projektem Manhattan. Poszukiwano wówczas mate-
ria³ów do przechowywania bardzo reaktywnego, szeœciofluorku uranu (UF6), u¿ywa-
nego do produkcji bomby atomowej i okaza³o siê, ¿e perfluoropochodne wêglowo-
dorów znakomicie siê nadaj¹ do tego celu [1].

Atom fluoru jest prawie 20 razy ciê¿szy od atomu wodoru. Konsekwencj¹ pod-
stawienia szkieletu wêglowego w cz¹steczkach perfluoroalkanów atomami fluoru
jest ca³y szereg specyficznych i bardzo interesuj¹cych w³aœciwoœci fizykochemicz-
nych wykazywanych przez omawian¹ grupê zwi¹zków. W porównaniu z wêglowo-
dorami ich perfluoropochodne wykazuj¹ siê znacznie wiêksz¹ sztywnoœci¹ ³añcu-
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cha. Wynika to z wiêkszej objêtoœci grup CF2 (38 Å3) i CF3 (92 Å3) ani¿eli odpowia-
daj¹cych im ugrupowaniom CH2 (27 Å3) i CH3 (54 Å3) [4]. Gêstoœæ perfluoro-
zwi¹zków jest oko³o dwa razy wiêksza od gêstoœci wody. Wykazuj¹ znacznie wiêk-
sz¹ hydrofobowoœæ ni¿ wêglowodory, z których zosta³y zsyntetyzowane, a jedno-
czeœnie, co bardzo ciekawe i do tej pory uwa¿ane za sprzecznoœæ, lipofobowoœæ [4].

Energia wi¹zania wêgiel-fluor wzrasta wraz z iloœci¹ podstawników fluorkowych
i w terminalnych grupach CF3 osi¹ga ona wartoœæ 531 kJ/mol [4]. Efektem wysokiej
wartoœci energii wi¹zañ wêgiel-fluor, wynosz¹cej oko³o 485 kJ/mol (czyli o 75 kJ/mol
wiêkszej ni¿ wi¹zanie wêgiel-wodór) w po³¹czeniu z efektem sterycznym, jaki na-
daj¹ cz¹steczce atomy fluoru podstawiaj¹ce szkielet wêglowy jest chemiczna i ter-
miczna stabilnoœæ zwi¹zków perfluorowanych oraz wyj¹tkowo s³abe wi¹zania van
der Waalsa miêdzy s¹siednimi cz¹steczkami [1,3,5]. O biologicznej nieaktywnoœci
perfluoropochodnych wêglowodorów, wynikaj¹cej z ich inertnoœci w reakcjach che-
micznych, œwiadczy to, ¿e do tej pory nie wyizolowano ¿adnego mikroorganizmu
wykorzystuj¹cego perfluorozwi¹zki jako Ÿród³o wêgla, a tak¿e to, ¿e nie stwierdzo-
no by jakikolwiek rozk³ad perfluoroalkanów zachodzi³ na drodze enzymatycznej [3].
Omawiana grupa zwi¹zków nie powinna byæ zatem mylona z bardzo lotnymi, wyso-
ce reaktywnymi i bardzo szkodliwymi dla œrodowiska naturalnego chlorofluorowê-
glowodorami, które s¹ uwa¿ane za przyczynê niszczenia ziemskiej, stratosferycznej
pow³oki ozonowej. Jedynym wyj¹tkiem spoœród perfluorozwi¹zków jest bardzo lot-
ny perfluoroizobutylen ((CF3)2CF=CF2), który jest bardzo reaktywny i toksyczny.

Chemiczna i biologiczna obojêtnoœæ zwi¹zków perfluorowanych jest wa¿na dla
ich wykorzystania w medycynie i biotechnologii. Cecha ta mo¿e powodowaæ tak¿e
odk³adanie siê perfluorozwi¹zków w œwiatowej ekosferze. W badaniach monito-
ruj¹cych stan œrodowiska naturalnego na œwiecie wykazano, ¿e œladowe zawartoœci
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Rys. 1. Struktury chemiczne przyk³adowych cz¹steczek perfluorozwi¹zków: a) bromku perfluorook-
tylu (PFC alifatyczny), b) perfluorodekalina (PFC cykliczny) oraz c) perfluorotributyloaminy (perfluorowa-
na pochodna aminy organicznej).



perfluorozwi¹zków zosta³y stwierdzone w organizmach ró¿nych gatunków europej-
skich i pó³nocnoamerykañskich ryb, ptaków i morskich ssaków [6].

Wyj¹tkowo s³abe oddzia³ywania van der Waalsa obserwowane pomiêdzy cz¹s-
teczkami PFC s¹ odpowiedzialne za inne charakterystyczne cechy perfluorozwi¹z-
ków, takie jak: bardzo niskie napiêcie powierzchniowe, ma³a lepkoœæ, niska sta³a
dielektryczna oraz ich wysoka œciœliwoœæ [4].

Bardzo interesuj¹c¹ cech¹ zwi¹zków perfluorowanych jest zdolnoœæ do rozpusz-
czania du¿ych objêtoœci gazów oddechowych (tlenu i dwutlenku wêgla) oraz innych
niepolarnych gazów. Wykazano, ¿e rozpuszczalnoœæ gazów w perfluoropochodnych
wêglowodorów wzrasta zgodnie z nastêpuj¹cym szeregiem: CO2 >> O2 > CO > N2
[1,7]. Rozpuszczalnoœæ dwutlenku wêgla siêgaæ mo¿e ponad 200 ml CO2 w 100 ml
PFC, natomiast typowa wartoœæ rozpuszczalnoœci tlenu wynosi oko³o 45 ml O2 na
100 ml zwi¹zku perfluorowanego [7]. W tabeli 1 przedstawiono wartoœci rozpusz-
czalnoœci gazów oddechowych w wybranych perfluoroalkanach – dla porównania
podano analogiczne wartoœci rozpuszczalnoœci dla wody. Tlen jest bardziej efektyw-
nie rozpuszczany w alifatycznych PFC ani¿eli w przypadku tych o cyklicznej budo-
wie ³añcucha wêglowego. Przyjmuje siê, ¿e rozpuszczalnoœæ tlenu w perfluoro-
zwi¹zkach jest odwrotnie proporcjonalna do ich masy molowej i zwi¹zana jest
z liczb¹ obecnych w cz¹steczce atomów fluoru [7].

T a b e l a 1

Wartoœci rozpuszczalnoœci tlenu i dwutlenku wêgla w przyk³adowych perfluorozwi¹zkach [5]

Ciecz

Rozpuszczalnoœæ gazu (T = 20°C, p = 101,3 kPa)

[mmol dm-3]

O2 CO2

woda 2,2 57

perfluorotributylamina 35,2 123

perfluorodekalina 35,5 125

bis(perfluoroheksylo)eten 37,9 159

perfluorotripropylamina 39,6 146

bromek perfluorooktylu 44,0 185

bis(perfluorobutylo)eten 44,0 203

Rozpuszczalnoœæ gazów w perfluoroalkanach podlega prawu Henry’ego i wzra-
sta wprost proporcjonalnie do jego ciœnienia cz¹stkowego [4,7]. Naturalnie wystê-
puj¹ce noœniki gazów oddechowych: hemoglobina (obecna we krwi), która posiada
zdolnoœæ przenoszenia O2, CO2 i H+ oraz mioglobina, dziêki której zachodzi trans-
port tlenu w miêœniach, wykazuj¹ zale¿noœæ nieliniow¹ [8]. Na rysunku 2 przedsta-
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wiono porównanie powinowactwa do tlenu wykazywane przez noœniki tego gazu
obecne w tkankach zwierz¹t oraz syntetycznie otrzymane emulsje perfluorozwi¹z-
ków. Hemoglobina i mioglobina ulegaj¹ wysyceniu tlenem w podanym zakresie stê-
¿eñ cz¹stkowych gazu. Natomiast krzywa rozpuszczalnoœci O2 w emulsjach PFC (20
i 60%), zgodnie z prawem Henry’ego, ma charakter prostoliniowy.

Konsekwencj¹ liniowej zale¿noœci pomiêdzy rozpuszczalnoœci¹ gazu w zwi¹z-
kach perfluorowanych a ciœnieniem cz¹stkowym gazu, a tak¿e œrednio 20-krotnie
wiêkszej rozpuszczalnoœci w nich tlenu ni¿ w plazmie krwi jest to, ¿e pod ciœnie-
niem atmosferycznym w perfluorozwi¹zkach rozpuszcza siê oko³o trzykrotnie wiê-
cej tlenu obecnego w powietrzu atmosferycznym (jego zawartoœæ wynosi oko³o
21%) ni¿ w plazmie [9].

Ró¿nice w przedstawionej na rysunku 2 zale¿noœci wysycenia tlenem hemoglobi-
ny i PFC od ciœnienia cz¹stkowego O2 (pO2) wynikaj¹ z zupe³nie ró¿nych mechaniz-
mów rozpuszczania w nich tlenu. Cz¹steczka hemoglobiny wi¹¿e tlen na drodze po-
wstawania chemicznych wi¹zañ pomiêdzy atomami tlenu i jednostk¹ niebia³kow¹
hemoglobiny – grup¹ hemow¹. Atom ¿elaza wystêpuj¹cy w centrum ugrupowania
protoporfiryny zwi¹zany jest z czterema atomami azotu. Mo¿e on jednak tworzyæ
dwa dodatkowe wi¹zania. Warunkiem koniecznym do wytworzenia wi¹zañ z tlenem
jest jednak wystêpowanie protoporfirynowego atomu ¿elaza w postaci jonu ¿elaza-
wego (Fe2+) [7]. Zupe³nie inny mechanizm rozpuszczania tlenu obserwuje siê
w przypadku perfluorozwi¹zków. Jest to proces bierny chemicznie, poniewa¿ za-
chodzi bez potrzeby wytwarzania wi¹zañ. Cz¹steczki tlenu wype³niaj¹ bowiem
przestrzenie powsta³e na skutek u³o¿enia moleku³ ciek³ych PFC [9,10].

Zastosowania perfluorozwi¹zków jako ciek³ych noœników gazów oddechowych

BIOTECHNOLOGIA 2 (69) 125-150 2005 129

Rys. 2. Krzywe rozpuszczalnoœci tlenu w funkcji jego stê¿enia cz¹stkowego (pO2) jako ilustracja po-
winowactwa mioglobiny, hemoglobiny oraz emulsji PFC (20 i 60%) do tlenu (7,8).



3. Aplikacje medyczne

W³aœciwoœci fizykochemiczne perfluoroalkanów determinuj¹ ich brak reaktyw-
noœci oraz brak mieszalnoœci ze sk³adnikami wszystkich p³ynów ustrojowych. Proces
dopuszczania PFC do u¿ytku terapeutycznego zosta³ ju¿ w niektórych przypadkach
zakoñczony lub jest w koñcowej fazie badañ klinicznych. Dotyczy to na przyk³ad
stosowania zwi¹zków perfluorowanych jako cieczy umo¿liwiaj¹cych czasowe wspo-
maganie procesu oddychania podczas sztucznej wentylacji p³uc, w tym tak¿e nowo-
rodków (III faza badañ klinicznych w Europie i USA), stosowania PFC w postaci emul-
sji jako zamiennika krwi w tkankach zagro¿onych niedotlenieniem (III faza badañ
klinicznych w Europie i USA), czy u¿ycia ich jako medium s³u¿¹cego do przechowy-
wania organów przeznaczonych do transplantacji (dopuszczone do u¿ytku w Euro-
pie i USA) [4,10]. Medyczne zastosowania perflurozwi¹zków w postaci czystych cie-
czy lub w formie wodnych emulsji przedstawione zosta³y w tabeli 2.

T a b e l a 2

Przyk³ady zastosowañ perfluorozwi¹zków do celów medycznych [10]

Zastosowanie Postaæ stosowanego PFC (C – ciecz, E – emulsja)

sztuczna wentylacja C

zamienniki krwi E

specyficzne podawanie leków C / E

diagnostyka medyczna C*

przechowywanie organów do transplantacji E

chirurgia oka C

* obecnie do tego celu stosuje siê PFC, które w temperaturze cia³a ludzkiego (oko³o 37°C) wystêpuj¹ w postaci gazowej, np.

perfluoropropyl (C3F8), perfluoropentyl (C5F12)

W trakcie badañ przeprowadzanych przez ostatnie dwadzieœcia lat nie stwier-
dzono, by czyste perfluorozwi¹zki o masach cz¹steczkowych z zakresu od 460 do
520 g/mol by³y toksyczne, kancero- lub mutagenne, b¹dŸ wywo³ywa³y teratogenne
efekty w organizmach ¿ywych. Obecnoœæ w organizmie PFC nie powoduje tak¿e re-
akcji immunologicznej [4]. Iniekcyjne podanie perfluoropochodnej wêglowodoru do
ustroju wywo³uje krótkotrwa³e zwiêkszenie masy w¹troby i œledziony, która to re-
akcja zwi¹zana jest z mechanizmem wch³aniania kropel PFC przez fagocyty (g³ównie
w¹troby i œledziony) sk¹d nastêpnie cz¹steczki perfluoroalkanów dyfunduj¹ z po-
wrotem do krwi, z któr¹ przenoszone s¹ wraz z lipidami wchodz¹cymi w sk³ad pla-
zmy do p³uc, gdzie s¹ wydychane w postaci gazowej (par). Wyniki badañ przeprowa-
dzanych na zwierzêtach pokazuj¹, ¿e podczas wydalania perfluorozwi¹zków nie ob-
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serwuje siê fizjologicznych zmian w p³ucach czy zmian w³aœciwoœci fizycznych natu-
ralnego surfaktantu p³ucnego [10].

3.1. Sztuczna wentylacja i wspomaganie oddychania

W roku 1966 Clark i Gollan wykazali, ¿e mysz swobodnie „oddycha” po zanurze-
niu jej na kilka godzin w nasyconym tlenem, czystym fluorobutylotetrawodorofura-
nie (zwi¹zek ten, o handlowej nazwie FX-80, produkowany jest przez 3M Company,
USA). Po wyjêciu ze zbiornika z PFC mysz ponownie zaczyna³a oddychaæ powie-
trzem atmosferycznym. Eksperyment ten zapocz¹tkowa³ rozwój nowoczesnych me-
tod sztucznej wentylacji ciecz¹ (liquid ventilation) opartej na wykorzystaniu w tym
celu perfluoropochodnych wêglowodorów [1,11,12].

W porównaniu z tradycyjn¹ sztuczn¹ wentylacj¹, podczas której wykorzystuje
siê powietrze atmosferyczne wzbogacone dodatkiem czystego tlenu, sztuczna wen-
tylacja ciecz¹ posiada szereg zalet. Wyeliminowana zostaje mianowicie powierzch-
nia miêdzyfazowa gaz-ciecz, co redukuje napiêcie powierzchniowe w pêcherzykach
p³ucnych. W ten sposób zwiêkszona zostaje wydajnoœæ p³uc w dostarczaniu tlenu
do naczyñ w³osowatych u pacjentów z ostr¹ niewydolnoœci¹ oddechow¹ [4,13].
W przypadkach schorzeñ, które do tej pory koñczy³y siê zgonem wielu pacjentów,
z powodzeniem stosowany jest na przyk³ad bromek perfluorooktylu (perflubron,
patrz rys. 1) – alifatyczna perfluoropochodna oktanu, podstawiona dodatkowo
atomem bromu przy terminalnym atomie wêgla, produkowana przez Alliance Phar-
maceutical Corporation (San Diego, USA). Ze wzglêdu na wykazywan¹ nisk¹ wartoœæ
napiêcia powierzchniowego (0,015-0,019 N/m), perflubron bardzo dobrze penetruje
i wype³nia przestrzenie oskrzelików [11]. Stosuj¹c perfluorozwi¹zek do sztucznej
(ciek³ej) wentylacji p³uc zaobserwowano intensyfikacjê wymiany gazowej nawet
w tych rejonach p³uc, które charakteryzowa³y siê niewydolnoœci¹ ze wzglêdu na nie-
wystarczaj¹c¹ iloœæ surfaktantu p³ucnego wyœcie³aj¹cego œciany oskrzelików i pê-
cherzyków p³ucnych [14]. Ponadto u pacjentów, u których wspomagano oddycha-
nie, stosuj¹c w tym celu perfluoroalkan, zaobserwowano spadek zachorowalnoœci
na nastêpcze zapalenie p³uc [15], co, jak siê wydaje, jest kolejn¹ oczywist¹ korzyœci¹
wynikaj¹c¹ z u¿ycia PFC do sztucznej wentylacji p³uc.

Na podstawie uzyskanych wyników z przeprowadzonych doœwiadczeñ na zwie-
rzêtach wykazano, ¿e podczas sztucznej wentylacji perfluorozwi¹zkami, mo¿na
jednoczeœnie podawaæ leki. Pozytywne wyniki uzyskano podczas prób podawania
owcom leków rozszerzaj¹cych naczynia krwionoœne [14]. Okaza³o siê tak¿e, ¿e po-
dawanie penicyliny szczurom podczas ich sztucznej wentylacji ciecz¹ jest efek-
tywn¹ terapi¹ bakteryjnego zapalenia p³uc. W podobny sposób mog³yby byæ poda-
wane tak¿e leki oskrzelowe, egzogenne surfaktanty, antyutleniacze, steroidy czy
nawet œrodki chemoterapeutyczne w terapii nowotworów uk³adu oddechowego
[4].
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3.2. Emulsje perfluorozwi¹zków jako zamienniki krwi

Najbardziej intensywnie rozwijan¹ i badan¹ aplikacj¹ medyczn¹ perfluorozwi¹z-
ków jest ich wykorzystanie jako czasowych zamienników krwi (temporary blood

substitute) podczas zabiegów chirurgicznych. Oczekiwanym efektem wprowadzenia
PFC do uk³adu krwionoœnego jest wzrost rozpuszczalnoœci tlenu w plazmie krwi [4].
W pierwszych doœwiadczeniach przeprowadzonych przez Geyera w 1968 r. wykaza-
no, ¿e drobnokropelkowa emulsja perfluorozwi¹zku mo¿e byæ zastosowana jako za-
miennik krwi szczura [16].

Typowa fizjologiczna ró¿nica ciœnieñ cz¹stkowych tlenu (pO2) wystêpuj¹ca po-
miêdzy p³ucami a dotlenianymi tkankami powoduje, ¿e hemoglobina zawarta
w 100 ml krwi zdolna jest do zwi¹zania i dostarczenia do tkanek oko³o 5 ml O2 na-
tomiast 100 ml 60% emulsji perflubronu wi¹¿e tylko 2 ml tlenu. W przeciwieñstwie
do hemoglobiny, rozpuszczalnoœæ gazów w perfluorozwi¹zkach podlega prawu Hen-
ry’ego, zaœ stê¿enie tlenu w powietrzu atmosferycznym wynosi oko³o 21%. Zwiêk-
szaj¹c stê¿enie O2 w podawanej do p³uc mieszance gazów do ponad 90% uzyskuje
siê wzrost wydajnoœci sztucznej wentylacji perfluorozwi¹zkiem i zapewnia przenie-
sienie 10 ml tlenu przez 100 ml 60% emulsji perflubronu [10]. Przyk³ad ten wyjaœnia,
dlaczego emulsje perfluoroalkanów s¹ z powodzeniem stosowane jako zamienniki
krwi, w przypadku gdy konieczna jest intensyfikacja transportu tlenu do tkanek pa-
cjenta. Przenoszenie tlenu do krwi, tkanek oraz komórek przez perfluorozwi¹zki
zachodzi dziêki ró¿nicy stê¿eñ tlenu istniej¹cej pomiêdzy komórkami a natlenion¹
faz¹ perfluorowan¹. Transport masy zale¿y od si³y napêdowej procesu, któr¹ w tym
przypadku jest wspomniana ró¿nica stê¿eñ tlenu, natomiast nie zale¿y od ró¿nic
w rozpuszczalnoœci gazu w fazie ciek³ej.

Perfluorozwi¹zki nie mieszaj¹ siê z uk³adami wodnymi, a do takich zaliczyæ nale-
¿y krew. Mog¹ zostaæ jednak¿e podane do¿ylnie w postaci wodnych emulsji. Proces
wytwarzania emulsji PFC jest skomplikowany technicznie ze wzglêdu na wymagan¹
bardzo ma³¹ œrednicê kropel, zwykle mniejszej ni¿ 0,2 �m [17]. Wyró¿nia siê dwie
generacje emulsji PFC stosowanych w omawianym celu (tab. 3).

T a b e l a 3

Emulsje perfluorozwi¹zków pierwszej i drugiej generacji wykorzystywane jako zamienniki krwi [10]

Nazwa Sk³adnik PFC
Kraj

pochodzenia

Próby

kliniczne
Dostêpnoœæ

1 2 3 4 5

emulsje pierwszej generacji

Fluosol® perfluorodekalina, perfluorotripropylamina Japonia, USA tak wycofany

Emulsion No II perfluorodekalina, perfluorotripropylamina Chiny tak dostêpny

Perftoran perfluorodekalina, perfluorometylocyklopiperydyna Rosja tak dostêpny

Oxypherol® perfluorotributylamina Japonia nie wycofany
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1 2 3 4 5

emulsje drugiej generacji

Oxygent® perflubron, bromek perfluorodecylu USA tak dostêpny

Oncosol® perfluorofenantren USA tak dostêpny

Oxyfluor® perfluorodichlorooctan USA tak dostêpny

Fluxon® perfluorodekalina, perfluorodimorfolinopran UE nie dostêpny

Pierwsz¹ emulsj¹ PFC dopuszczon¹ od roku 1990 do klinicznego u¿ycia w Euro-
pie i w Stanach Zjednoczonych by³ preparat o nazwie Fluosol®. Jako sk³adnik aktyw-
nie wi¹¿¹cy tlen, preparat ten zawiera³ mieszaninê dwóch perfluorozwi¹zków: per-
fluorodekalinê (14%) i perfluorotri-n-propyloaminê (6%). Jako emulgatorów u¿yto:
syntetyczny surfaktant Pluronic® F-68, fosfolipidy ¿ó³tka jaja kurzego oraz oleinian
potasu [10,18,19]. Fluosol® stosowano jako œrodek reanimuj¹cy w bardzo zaawan-
sowanych przypadkach anemii. Ze wzglêdu na nisk¹ rozpuszczalnoœæ tlenu w emul-
sji, nawet du¿e jej dawki nie gwarantowa³y jednak pozytywnego efektu terapeutycz-
nego. W po³owie lat osiemdziesi¹tych zaprzestano stosowania emulsji PFC pierw-
szej generacji [18]. G³ównymi czynnikami ograniczaj¹cymi ich zastosowania by³y:
niestabilnoœæ w temperaturze pokojowej (wymaga³y przechowywania w temperatu-
rze poni¿ej -20°C), niska skutecznoœæ przenoszenia tlenu oraz wywo³ywanie reakcji
immunologicznej organizmu przez syntetyczny surfaktant [10,19].

Producenci emusji perfluorozwi¹zków drugiej generacji postawili sobie za zadanie
otrzymanie produktu o znacznie wiêkszej rozpuszczalnoœci tlenu w porównaniu do
emulsji pierwszej generacji. Konieczne jednak by³o zachowanie rozs¹dnej lepkoœci
produktu, umo¿liwiaj¹cej jego zastosowanie w uk³adzie krwionoœnym oraz przeciw-
dzia³anie efektowi tzw. „dojrzewania Ostwalda” (Ostwald ripening). Z termodynamicz-
nego punktu widzenia emulsje s¹ bowiem uk³adami niestabilnymi. Powsta³e w proce-
sie ich wytwarzania pierwotne krople perfluorozwi¹zku zawieszone w fazie ci¹g³ej
³¹cz¹ siê i powiêkszaj¹ siê na skutek koalescencji. Okazuje siê, ¿e proces ten mo¿e zo-
staæ zahamowany dziêki dodatkowi do emulsji niewielkich iloœci wysokocz¹steczko-
wych perfluorowanych olejów o wysokiej temperaturze wrzenia, które stabilizuj¹
strukturê emulsji [19-21]. Podstawowymi sk³adnikami wspó³czesnych emulsji PFC s¹:
perflubron (C8F17Br) o masie molowej 500 g/mol oraz perfluorodekalina (C10F18) o ma-
sie molowej 462 g/mol. Obecne technologie produkcji tych perfluorozwi¹zków po-
zwalaj¹ na otrzymywanie produktów o bardzo wysokim stopniu czystoœci, co zapobie-
ga fizjologicznym efektom ubocznym obserwowanym po wprowadzeniu in vivo do
ustroju nie w pe³ni wysyconych atomami fluoru wêglowodorów. Istotn¹ cech¹ emulsji
PFC drugiej generacji jest mo¿liwoœæ ich sterylizacji w autoklawie. Warunki sterylizacji
nie powoduj¹ zmiany ich struktury ani utraty funkcjonalnoœci [10,19].

Perflubron jest g³ównym sk³adnikiem komercyjnie dostêpnej emulsji o nazwie
OxygentTM. Perfluorozwi¹zek ten jest w prosty i ³agodny sposób wydalany z organi-
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zmu, w czym pomaga mu obecnoœæ atomu bromu przy jednym z terminalnych ato-
mów wêgla. Nadaje on cz¹steczce charakter lipofilowy, co u³atwia przenikanie
przez b³ony komórkowe. Sk³adnikiem zapobiegaj¹cym koalescencji kropel PFC jest
homolog perflubronu – bromek perfluorodecylu (C10F21Br). W OxygentTM jako
emulgator zastosowano fosfolipidy ¿ó³tka jajka kurzego (3,6%). Niewielki dodatek
�-tokoferolu (do 0,2%) zapobiega³ ich utlenianiu. Okres przydatnoœci emulsji do u¿y-
cia, przy przechowywaniu jej w temperaturze 4-6°C, wynosi ponad rok [10,20].
Pó³okres zatrzymania perflubronu w komórkach zwierzêcych wynosi oko³o 4 dni.

Innym z perfluoroalkanów stosowanych jako noœnik tlenu w emulsjach PFC dru-
giej generacji jest perfluorodekalina – perfluorozwi¹zek o budowie cyklicznej. Czyn-
nikiem emulguj¹cym jest lecytyna (2,5%) natomiast sk³adnikiem zapobiegaj¹cym roz-
warstwianie siê emulsji jest perfluoro-1,3-dimorfolinopropan (do 1%). Emulsje per-
fluorodekaliny zawieraj¹ od 20 do 40% PFC i s¹ przydatne do u¿ycia przez jeden rok
od wyprodukowania, przy przechowywaniu w temperaturze pokojowej [10]. Ich
pó³okres zatrzymania w komórkach zwierzêcych wynosi oko³o 7 dni.

Obiecuj¹ce wyniki przeprowadzonych do chwili obecnej badañ laboratoryjnych
i klinicznych zwiêkszaj¹ zainteresowanie perfluoroalkanami jako noœnikami tlenu
w organizmie cz³owieka in oraz ex situ. Obserwacje stanu pacjentów, u których za-
stosowano emulsje PFC pokazuj¹, bowiem bezsprzecznie, ¿e na skutek ich u¿ycia
[10]:

– zwiêksza siê stê¿enie tlenu w plazmie krwi;
– nastêpuje wzrost stopnia natlenienia tkanek;
– zwiêkszeniu ulega fizjologiczny wychwyt tlenu rozpuszczonego w emulsji

przez komórki.
Problemem jest jednak stosunkowo krótki, w porównaniu z hematocytami wpro-

wadzonymi drog¹ transfuzji, czas przebywania w naczyniach krwionoœnych. W zale¿-
noœci od zastosowanego perfluorozwi¹zku wynosi on, bowiem od 2 do 4 godzin
[22]. Znacznie ogranicza to pole zastosowania in vivo emulsji PFC.

3.3. Przechowywanie organów do transplantacji

Wiêkszoœæ spoœród narz¹dów przeznaczonych do przeszczepu nadaje siê do wy-
korzystania tylko przez kilka godzin od momentu wyizolowania ich z cia³a dawcy.
Na d³ugoœæ tego okresu wp³ywaj¹ warunki przechowywania transplantowanego or-
ganu oraz roztwór, w którym jest on przechowywany. Ze wzglêdu na unikatowe
w³aœciwoœci fizykochemiczne perfluoroalkany okazuj¹ siê bardzo przydatnymi sk³ad-
nikami syntetycznych p³ynów, s³u¿¹cych do przechowywania narz¹dów przeznaczo-
nych do transplantacji. P³yny w sk³ad, których wchodzi³y zwi¹zki perfluorowane,
stosowano dotychczas w badaniach nad przechowywaniem nastêpuj¹cych organów:
miêsieñ sercowy, w¹troba, p³uca, nerki oraz miêœnie szkieletowe [18,23]. Pierwsze
próby zastosowania zwi¹zków perfluorowanych do natleniania wyizolowanych z ¿y-
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wego organizmu w¹troby i nerek przeprowadzono ju¿ w roku 1980, kiedy zastoso-
wano tê procedurê przez okres od 24 do 48 godzin od wyizolowania organów z or-
ganizmu szczura [23,24].

Podczas przechowywania ludzkich serc do transplantacji stosuje siê b¹dŸ obni-
¿enie temperatury (hipotermia), b¹dŸ pora¿enie miêœnia sercowego (kardioplegia).
Dodatek emulsji PFC do roztworu stabilizuj¹cego wyizolowany z orgaznizmu miê-
sieñ sercowy zapewnia prawid³owe przenoszenie tlenu przez mioglobinê do komó-
rek miêœni g³adkich serca [25]. Poza zdolnoœci¹ do utrzymania wysokiego natlenie-
nia organu, emulsje perfluorozwi¹zków, wykazuj¹ tak¿e korzystny wp³yw na zacho-
wanie funkcjonalnoœci serca oraz syntezê w jego miêœniu wysokoenergetycznych
zwi¹zków fosforanowych [25,26].

Istniej¹ dwa sposoby natleniania pobranego do transplantacji miêœnia sercowego:
zalanie naczyñ wieñcowych oraz, prostsze w wykonaniu, zanurzenie ca³ego narz¹du
w odpowiednim roztworze natleniaj¹cym. Pierwszy z nich, polegaj¹cy na wype³nieniu
naczyñ wieñcowych p³ynem natleniaj¹cym i przet³aczaniu tego p³ynu przez nie, za-
pewnia d³u¿szy czas pozaustrojowego przechowywania miêœnia sercowego ni¿ samo
umieszczenie go w odpowiednim roztworze. Okaza³o siê, ¿e dodatek perfluorozwi¹z-
ku do roztworu przet³aczanego przez naczynia wieñcowe, umo¿liwi³ wyd³u¿enie a¿
do 24 godzin pozaustrojowego przechowywania serca pobranego z organizmu psa [27].

3.4. Perspektywy zastosowañ PFC w medycynie

Dalszy rozwój medycznych zastosowañ perfluorozwi¹zków, jak siê wydaje,
zwi¹zany bêdzie z ich u¿yciem nie w postaci czystych cieczy, lecz emulsji lub innych
rozproszonych uk³adów koloidalnych. To w³aœnie uk³ady typu „krople PFC w wo-
dzie” stanowi¹ wydajne, bezpieczne w u¿yciu i op³acalne narzêdzie zapewniaj¹ce in

vivo dostarczanie tlenu do tkanek [4]. Zastosowanie natlenionych emulsji perfluoro-
zwi¹zków byæ mo¿e pozwoli na ograniczenie zapotrzebowania na krew w trakcie
d³ugotrwa³ych zabiegów chirurgicznych. Zw³aszcza, ¿e ich wykorzystanie jako cza-
sowych zamienników krwi nie podlega ograniczeniu z uwagi na grupê krwi.

Opracowanie bezpiecznego i efektywnego w stosowaniu zamiennika krwi jest
aktualnym celem badañ. Obecnie pojawi³y siê nowe zagro¿enia zwi¹zane z przeno-
szeniem wirusów (np. HIV, zapalenie w¹troby typu B i C), a tak¿e prionów (np. cho-
roba Creutzfeldta-Jakoba) w preparatach krwiopochodnych. Zastosowanie synte-
tycznego przenoœnika tlenu umo¿liwia wyeliminowanie ryzyka zwi¹zanego z tymi
czynnikami zw³aszcza, ¿e perfluorowane, sztuczne zamienniki krwi s¹ ³atwe do ste-
rylizacji, np. w autoklawie [28,29]. Dalsze badania w tym kierunku s¹ ukierunkowa-
ne na poszukiwanie metody przed³u¿enia czasu przebywania kropel PFC w uk³adzie
krwionoœnym. Pozwoli to na stosowanie perfluorozwi¹zków u pacjentów wyma-
gaj¹cych d³ugookresowego przyjmowania preparatów zapewniaj¹cych prawid³owy
stan natlenienia ich organów wewnêtrznych i tkanek [10,22,28].
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Kolejnym kierunkiem opracowywania nowych medycznych zastosowañ perflu-
oroalkanów s¹ sposoby bezpoœredniego podawania leków podczas prowadzenia
ciek³ej, sztucznej wentylacji p³uc. Do tego celu mog¹ zostaæ zastosowane na przy-
k³ad odwrócone uk³ady emulsyjne, w których krople wody zawieszone s¹ w perflu-
orowanej fazie ci¹g³ej. Pozwoli to na wprowadzanie, sposobem analogicznym do
drogi wziewnej, farmaceutyków rozszerzaj¹cych oskrzela, œrodków mukolitycznych
czy te¿ leków stosowanych w terapii nowotworów uk³adu oddechowego. Wymie-
nione przyk³adowe œrodki farmakologiczne o charakterze hydrofilowym, zawarte
w kroplach wody tworz¹cych emulsje, nie traci³yby w ten sposób nic ze swojej bio-
logicznej aktywnoœci. Zapewniona by³aby jednolita i powtarzalna dystrybucja tych¿e
leków w oskrzelach oraz p³ucach. Innymi wariantami podawania leków lipofilowych
omawian¹ drog¹ s¹ emulsje utworzone przez krople oleju w perfluorowanym oœrod-
ku ci¹g³ym [4,19,30,31].

4. Aplikacje biotechnologiczne

Szybkoœæ dostarczania tlenu do medium hodowlanego jest czynnikiem bardzo
wa¿nym i czêsto limituj¹cym szybkoœæ wzrostu we wszystkich typach bioreaktorów
u¿ywanych do prowadzenia wg³êbnej hodowli tlenowych organizmów Prokaryota

i Eukaryota. Zwi¹zane jest to ze s³ab¹ rozpuszczalnoœci¹ tlenu w wodzie, która jest
podstawowym (naturalnym) sk³adnikiem wszystkich po¿ywek. Podstawowym Ÿród-
³em tlenu jest powietrze atmosferyczne. Jest ono w sposób ci¹g³y doprowadzane do
reaktora. Ograniczona rozpuszczalnoœæ tlenu w wodzie wymusza intensywne napo-
wietrzanie i mieszanie p³ynu fermentacyjnego, aby zwiêkszyæ szybkoœæ absorpcji
tlenu. Mieszanie powoduje rozbijanie pêcherzy gazu, a tym samym rozwiniêcie po-
wierzchni kontaktu fazy gazowej i ciek³ej. Efektem ubocznym intensywnego napo-
wietrzania i mieszania medium hodowlanego jest generowanie si³ œcinaj¹cych, które
w du¿ej mierze odpowiedzialne s¹ za wystêpowanie tzw. „stresu komórkowego”
polegaj¹cego na niszcz¹cym dzia³aniu naprê¿eñ hydrodynamicznych na hodowane
komórki. Zw³aszcza komórki zwierzêce s¹ bardzo wra¿liwe na si³y wytworzone
podczas: mechanicznego ocierania siê i rozbijania komórek o elementy bioreaktora
(mieszad³o, œciany), oddzia³ywania na nie si³ powsta³ych w wyniku przep³ywu p³ynu
oraz rozbijania i ³¹czenia siê pêcherzyków gazu [32,33].

Jedn¹ z proponowanych alternatywnych technik efektywnego napowietrzania
œrodowiska wzrastaj¹cej kultury komórkowej jest zastosowanie do tego celu cie-
k³ych noœników tlenu (oxygen vector). S¹ to zwi¹zki organiczne, które wykazuj¹ siê
wiêksz¹ rozpuszczalnoœci¹ tlenu ni¿ woda. Jako przyk³ady wymieniæ mo¿na: perflu-
orozwi¹zki, p³ynne wêglowodory nasycone (n-dodekan, n-heksadekan), czy te¿ olej
sojowy. Zalet¹ zastosowania zwi¹zków tego typu jest obserwowane zwiêkszenie
szybkoœci przenikania tlenu do komórek bez potrzeby dostarczenia dodatkowych
porcji energii do medium hodowlanego [34,35]. Ze wzglêdu na chemiczn¹ i biolo-
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giczn¹ inertnoœæ oraz silnie hydrofobowy charakter, u¿ycie zwi¹zków perfluorowa-
nych, jak siê wydaje, bêdzie bardzo interesuj¹cym i alternatywnym rozwi¹zaniem
procesowym do tradycyjnych metod napowietrzania. Inne zalety PFC przemawiaj¹ce
za stosowaniem ich jako noœników gazów oddechowych w bioreaktorowych hodow-
lach komórkowych s¹ nastêpuj¹ce [1,5,36]:

– termostabilnoœæ, która u³atwia sterylizacjê perfluoroalkanów (np. w autokla-
wie);

– ze wzglêdu na swoj¹ siln¹ hydrofobowoœæ s¹ ³atwe do odzyskania z p³ynu ho-
dowlanego, co stwarza mo¿liwoœæ ich recyrkulacji;

– poch³aniaj¹ gazowe produkty metabolizmu komórek;
– dodatek PFC do fazy wodnej powoduje powstanie powierzchni miêdzyfazo-

wej (PFC – woda), która mo¿e u³atwiaæ podzia³y komórkowe.
Szybkoœæ dostarczania do medium hodowlanego tlenu za pomoc¹ zwi¹zków

perfluorowanych jest wprost proporcjonalna do powierzchni miêdzyfazowej utwo-
rzonej na styku dwóch faz: wodnej po¿ywki oraz hydrofobowej fazy PFC. Najwiêk-
sz¹ powierzchniê miêdzyfazow¹ zapewnia u¿ycie emulsji perfluoroalkanów, jednak
praktycznie wykluczaj¹ one mo¿liwoœæ regeneracji i recyrkulacji noœnika tlenu. Or-
ganiczne sk³adniki stabilizuj¹ce emulsje mog¹ wchodziæ w reakcje ze sk³adnikami
p³ynu fermentacyjnego lub zostaæ wykorzystane, np. jako Ÿród³o wêgla, przez hodo-
wane komórki. Innym sposobem zwiêkszenia powierzchni miêdzyfazowej jest roz-
bicie fazy perfluorozwi¹zków na drobne krople za pomoc¹ intensywnego mieszania
lub sonifikacji. Zbyt drobne rozbicie jest przyczyn¹ wyd³u¿enia czasu koalescencji
kropel PFC, który to efekt utrudnia regeneracjê fazy perfluorowanej. W bioreaktoro-
wych aplikacjach perfluoroalkanów nale¿y zatem poszukiwaæ optymalnych rozwi¹-
zañ procesowych zapewniaj¹cych uzyskanie dostatecznie du¿ej powierzchni przy
jednoczesnej gwarancji uzyskania po¿¹danego efektu technologicznego w postaci
natlenienia medium hodowlanego.

4.1. Hodowle mikroorganizmów

W zale¿noœci od warunków hodowli mikroroganizmów, podstawowym celem za-
stosowania w nich zwi¹zków perfluorowanych jest zwiêkszenie nasycenia po¿ywki
tlenem b¹dŸ dwutlenkiem wêgla. W hodowlach prowadzonych w warunkach tleno-
wych efektem po¿¹danym jest uzyskanie jak najwy¿szego stê¿enia tlenu rozpusz-
czonego w po¿ywce. Wartoœæ ta jest ograniczona rozpuszczalnoœci¹ tlenu w wo-
dzie. W hodowlach organizmów beztlenowych perfluoroalkany stosowane s¹ jako
noœnik dwutlenku wêgla lub ewentualnie do odbierania z uk³adu wytwarzanego
przez wzrastaj¹ce komórki tlenu, który mo¿e dzia³aæ hamuj¹co b¹dŸ toksycznie na
prowadzon¹ hodowlê. Przyk³ady zastosowania perfluorozwi¹zków w hodowlach mi-
kroorganizmów zestawiono w tabeli 4, a niektóre z nich, bardziej szczegó³owo
omówiono w dalszej czêœci artyku³u.
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T a b e l a 4

Zastosowania perfluorozwi¹zków w hodowlach mikroorganizmów (na podstawie [1,5])

Gatunek Perfluorozwi¹zek Efekt Literatura

Acetobacter pasteurianus PFTBA (e) wyd³u¿enie wyk³adniczej fazy wzrostu [1,5]

Alcaligenes eutrophus PFTBA (c) zwiêkszenie szybkoœci przyrostu biomasy [1,5]

Caenorhabditis elegans PFD (c) przyspieszenie rozwoju larw, zwiêkszenie rozmiaru

osobników

[37]

Candida lypolitica PFTBA (e) zwiêkszenie szybkoœci przyrostu biomasy [1,5]

Chlorella vulgaris PFO (c) usuwanie tlenu z uk³adu, przyrost biomasy [1,38]

Escherichia coli PFTBA (e), PFMD (c) zwiêkszenie szybkoœci przyrostu biomasy [1,5]

Pseudomonas denitrificans PFO (e) wzrost szybkoœci redukcji podtlenku azotu [1,39]

Rhizopus arrhizus PFD (c) zwiêkszenie produktywnoœci lipazy [40]

Saccharomyces cerevisiae PFD (e) zwiêkszenie szybkoœci przyrostu biomasy [35,41]

Streptomyces coelicolor PFD (e) zwiêkszenie produktywnoœci antybiotyku [42-46]

skróty: PFTBA – perfluorotributyloamina; PFD – perfluorodekalina; PFO – perfluorooktan; PFMD – perfluorome-

tylodekalina; zwi¹zek perfluorowany w postaci czystej (c) lub emulgowanej (e)

Pierwsze doniesienia literaturowe o wykorzystywaniu perfluorowanego noœnika
tlenu w hodowli mikroorganizmów pochodz¹ z po³owy lat osiemdziesi¹tych ubie-
g³ego stulecia. Perfluorometylodekalinê zastosowano wówczas do natleniania bio-
reaktorowej hodowli komórek Escherichia coli [3,5]. W górnej czêœci aparatu rozpyla-
no krople czystego perfluoroalkanu, który nastêpnie na skutek zachodz¹cej koale-
scencji zbiera³ siê na dnie zbiornika sk¹d by³ pobierany i zawracany do wnêtrza re-
aktora po uprzednim zregenerowaniu w zewnêtrznej komorze do nasycania tlenem.
W prowadzonej w ten sposób hodowli uzyskano ponad szeœciokrotny przyrost bio-
masy, w porównaniu z procesem tradycyjnym (bez ciek³ego noœnika tlenu), przy
czym nie zanotowano ¿adnych niekorzystnych zmian morfologicznych ani fizjolo-
gicznych wzrastaj¹cych komórek bakterii [1]. Dwukrotny wzrost stê¿enia komórek
E. coli uzyskano stosuj¹c podczas fermentacji perfluorotributylaminê. W tym przy-
padku faza perfluorozwi¹zku rozpraszana by³a za pomoc¹ tradycyjnego mieszad³a
Rushtona podczas intensywnego mieszania zawartoœci reaktora, w którym prowa-
dzono hodowlê [5].

Perfluorozwi¹zki stosowano tak¿e do natleniania hodowli dro¿d¿y oraz grzybów
strzêpkowych. Dodatek emulsji perfluorodekaliny i niejonowego surfaktantu Pluro-
nic F-68 (kopolimeru glikoli: polietylenowego oraz propylenowego) spowodowa³
ponad 20% wzrost stê¿enia otrzymanej biomasy Saccharomyces cerevisiae po dwu-
dziestu godzinach prowadzenia hodowli w stosunku do hodowli bez PFC w po¿yw-
ce. Pomiary stê¿enia rozpuszczonego w po¿ywce tlenu pokaza³y, ¿e w uk³adzie
z emulsj¹ perfluorozwi¹zku oko³o dwukrotnie zwiêkszy³a siê wartoœæ wspó³czynni-
ka wymiany masy kLa w porównaniu do hodowli w po¿ywce kontrolnej. Dodatek
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perfluorozwi¹zku spowodowa³ zwiêkszenie szybkoœci wnikania tlenu do po¿ywki.
Nie stwierdzono wp³ywu tego sposobu napowietrzania na wartoœæ wspó³czynnika
wydajnoœci biomasy wzglêdem substratu. Badania prowadzono w reaktorach o po-
jemnoœci 1 dm3 [41] oraz w reaktorze air-lift o pojemnoœci 4,5 dm3 [35].

Perfluorowane noœniki tlenu wykorzystywano tak¿e we wg³êbnych hodowlach
komórek pleœni Streptomyces coelicolor. Szczep ten wytwarza cztery ró¿ne antybiotyki,
a jednym z tych metabolitów wtórnych jest aktynorodyna (actinorhodin) – poliketo-
nowy, nieterapeutyczny antybiotyk, wydzielany zewn¹trzkomórkowo do medium
hodowlanego. Zastosowanie w trakcie laboratoryjnej hodowli grzybni we wstrz¹sa-
nych kolbach Erlenmeyera 50% dodatku perfluorodekaliny spowodowa³o a¿ dziesiê-
ciokrotny wzrost stê¿enia wydzielanego do p³ynu hodowlanego antybiotyku pod-
czas tygodniowej hodowli. W hodowli z natlenianiem wspomaganym przez dodatek
PFC maksimum stê¿enia antybiotyku obserwowano oko³o 48 godzin wczeœniej ni¿
dla hodowli kontrolnej. Stê¿enie biomasy (wyra¿one jako sucha masa uzyskana
z jednostki objêtoœci reaktora) zwiêkszy³o siê przy tym tylko dwukrotnie. Ciek³y
noœnik tlenu by³ wprowadzony do badanego uk³adu w postaci dyspersji emulgowa-
nej surfaktantem Pluronic F-68 [42]. Dziêki zastosowaniu 10% dodatku zwi¹zku per-
fluorowanego do hodowli Streptomyces coelicolor w bioreaktorze zaobserwowano
dwukrotny wzrost wspó³czynnika wymiany masy kLa w porównaniu z hodowl¹ napo-
wietrzan¹ w tradycyjny sposób. Spowodowa³o to wzrost produkcyjnoœci antybioty-
ku przez komórki pleœni. Maksymalne uzyskane stê¿enie aktynorodyny w p³ynie ho-
dowlanym wynosi³o 90 mg/dm3, podczas gdy w hodowli napowietrzanej pêcherzy-
kowo wartoœæ ta wynosi³a 45 mg/dm3. Jednoczeœnie zanotowano spadek stê¿enia
biomasy z 5,7 do 2,9 kg/m3. W obecnoœci perfluoroalkanu zmieni³a siê morfologia
wzrastaj¹cej grzybni – zaobserwowano zmniejszenie siê tendencji do formowania
siê komórek w peletki. Zjawisko to starano siê wyt³umaczyæ prawdopodobnym
wp³ywem zwiêkszonego stê¿enia tlenu w po¿ywce na mechanizm przekazywania
bodŸców przez poszczególne komórki, które warunkuj¹ zbijanie siê komórek
w wiêksze skupiska [43]. Na podstawie otrzymanych wyników z póŸniejszych do-
œwiadczeñ wykazano, ¿e we wg³êbnych hodowlach Streptomyces coelicolor prowadzo-
nych w bioreaktorach (o pojemnoœci 2 oraz 20 dm3), udzia³ fazy perfluorowanej
w po¿ywce silnie wp³ywa na wydajnoœæ biosyntezy antybiotyku przez komórki
grzybni. Wraz ze wzrostem stê¿enia ciek³ego noœnika tlenu obserwowano wzrost
stê¿enia aktynorodyny a¿ do osi¹gniêcia maksymalnej jego wartoœci dla 50% stê¿e-
nia perfluorodekaliny w p³ynie fermentacyjnym. Maksymalne stê¿enie metabolitu
wtórnego by³o wówczas piêciokrotnie wy¿sze od uzyskanego w próbie kontrolnej
z tradycyjnym napowietrzaniem (bez perfluoroalkanu), podczas gdy stê¿enie bioma-
sy pozostawa³o na niezmienionym poziomie [44,45].

Emulsjê perfluorodekaliny u¿yto tak¿e do napowietrzania immobilizowanych
komórek Streptomyces coelicolor. Badania te mia³y na celu okreœlenie przydatnoœci
zwi¹zków perfluorowanych do dostarczania tlenu do komórek unieruchomionych
w noœniku. Najwy¿sze, ponad trzykrotnie wy¿sze, stê¿enie antybiotyku w p³ynie ho-
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dowlanym zanotowano w przypadku 40% dodatku perfluorowanego noœnika tlenu,
przy czym stê¿enie biomasy pozosta³o na niezmienionym poziomie. Dalsze zwiêk-
szanie stê¿enia u¿ytego perfluorozwi¹zku powodowa³o drastyczny spadek stê¿enia
badanego metabolitu wtórnego. Unieruchomione komórki S. coelicolor zachowywa³y
niezmienion¹ produktywnoœæ aktynorodyny przez dwa miesi¹ce prowadzenia ho-
dowli. Podczas hodowli z tradycyjnym napowietrzaniem, unieruchomiona grzybnia
traci³a aktywnoœæ ju¿ po dwudziestu dniach prowadzenia procesu [46].

Równie¿ wyniki uzyskane podczas hodowli wg³êbnej komórek Rhizopus arrhizus

potwierdzaj¹ hipotezê o wp³ywie zwiêkszonego stopnia natlenienia po¿ywki na
szybkoœæ wytwarzania przez wzrastaj¹ce komórki okreœlonych metabolitów. Oka-
za³o siê, ¿e 20% dodatek perfluorodekaliny do p³ynu fermentacyjnego spowodowa³
dwukrotny wzrost aktywnoœci lipolitycznej p³ynu fermentacyjnego w porównaniu
z prób¹ kontroln¹. By³ to wynik wzrostu stê¿enia wytwarzanej lipazy. Enzym ten
wytwarzany jest przez komórki R. arrhizus zewn¹trzkomórkowo tylko, gdy stê¿enie
tlenu w po¿ywce przekracza pewn¹ graniczn¹ wartoœæ [40].

Wysok¹ rozpuszczalnoœæ tlenu w zwi¹zkach perfluorowanych wykorzystaæ mo¿-
na nie tylko do dostarczania tego gazu do medium hodowlanego, ale równie¿ do
usuwania tlenu powstaj¹cego w wyniku wzrostu drobnoustrojów. Okazuje siê, ¿e
stê¿enie tlenu w p³ynie fermentacyjnym wy¿sze ni¿ wartoœæ jego stê¿enia wyni-
kaj¹ca z nasycenia po¿ywki powietrzem atmosferycznym (tzn. powy¿ej 0,2247 mM O2
w temperaturze 20°C), dzia³a hamuj¹co na przebieg procesu fotosyntezy. W hodow-
lach glonów obserwuje siê hamowanie wzrostu wywo³ane wysokim stê¿eniem tle-
nu. Perfluorowany preparat FC-77 (produkowany przez 3M, USA), który jest miesza-
nin¹ perfluoroalkanów i perfluorocyklicznego eteru, wykorzystano do usuwania tle-
nu z hodowli fotosyntetyzuj¹cych glonów mikroskopowych z gatunku Chlorella

vulgaris. Perfluorowany noœnik natleniany by³ w naczyniu hodowlanym tlenem gene-
rowanym przez glony na drodze fotosyntezy, sk¹d by³ recyrkulowany tak, by po
przejœciu przez zewnêtrzny modu³ do nasycania dwutlenkiem wêgla powróciæ do
naczynia, w którym prowadzono hodowlê. W ten sposób z uk³adu jednoczeœnie
usuwano czynnik hamuj¹cy przyrost biomasy Chlorella vulgaris (O2) oraz doprowa-
dzano do niego Ÿród³o wêgla (CO2). Takie rozwi¹zanie umo¿liwi³o uzyskanie dzie-
siêciokrotnie wiêkszego przyrostu biomasy glonów w hodowli prowadzonej przez
10 dni. W uk³adzie z ciek³ym noœnikiem O2/CO2 koñcowe stê¿enie wynios³o
4,8 × 106 komórek/ml p³ynu hodowlanego wobec wartoœci 3,9 × 105 komórek/ml
uzyskanej w uk³adzie bez dodatku perfluoroalkanu [38].

Jako medium poœrednicz¹ce w dostarczaniu dwutlenku wêgla do bioreaktora
zwi¹zki perfluorowane wykorzystywane by³y z powodzeniem w hodowlach takich
beztlenowych mikroorganizmów jak: Clostridium acetobutylicum, Clostridium perfringens

czy Alcaligenes eutrophus [1,5]. Perfluorooktan zosta³ wykorzystany jako noœnik N2O
w hodowli Pseudomonas denitrificans. Szybkoœæ redukcji N2O do azotu cz¹steczkowe-
go zachodzi³a blisko trzy razy szybciej w tych kolbach Erlenmeyera, w których p³yn
hodowlany utworzony by³ przez dwie fazy ciek³e: wodn¹ i perfluorowan¹ [39].
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Interesuj¹cym zastosowaniem perfluorozwi¹zków, wykraczaj¹cym poza hodowle
mikroorganizmów, jest wykorzystanie perfluorodekaliny do dostarczania tlenu w bio-
reaktorowej hodowli przedstawiciela jednego z gatunków nicieni: Caenorhabditis

elegans. Organizm ten jest wykorzystywany jako modelowy w genetyce i genomice
(znana jest ju¿ prawie ca³a sekwencja jego genów). Innym praktycznym zastosowa-
niem tego nicienia jest u¿ywanie go do okreœlania toksycznoœci wody i gleby. C. elegans

hodowany by³ w dwufazowym uk³adzie: faza wodna, w której ros³y nicienie oraz faza
perfluorowana jako medium natleniaj¹ce fazê wodn¹. Okaza³o siê, ¿e dodatek perflu-
orodekaliny spowodowa³ wyraŸnie szybszy rozwój postaci larwalnych nicienia. Orga-
nizmy hodowane z perfluorowanym noœnikiem tlenu wykazywa³y siê ponadto wiêk-
szymi rozmiarami cia³a [37]. Badania te by³y prawdopodobnie pierwszym przypadkiem
hodowli ca³ego organizmu eukariotycznego w uk³adzie dwufazowym z zastosowa-
niem perfluoroalkanu.

4.2. Hodowle komórek roœlinnych

Korzystny wp³yw zwiêkszonego stê¿enia tlenu na hodowane in vitro komórki
roœlinne wykazywany by³ wielokrotnie [1,47]. Przyk³adowo, zastosowanie wzboga-
conej w tlen (40%) mieszanki gazowej do natleniania wg³êbnej hodowli komórek
ry¿u (Oryza sativa L.) pozwoli³o uzyskaæ 40% wzrost wydajnoœci biomasy w porówna-
niu do aeracji powietrzem atmosferycznym. Agregaty komórek pochodz¹ce z reak-
tora napowietrzanego wzbogacon¹ mieszank¹ gazów wykazywa³y siê ponad 50%
wiêksz¹ zdolnoœci¹ do regeneracji ca³ych roœlin [47]. Tradycyjne systemy napowie-
trzania z mieszaniem mechanicznym mog¹ powodowaæ niszczenie komórek roœlin-
nych. U¿ycie perfluorozwi¹zków jako ciek³ych noœników tlenu, pozwala zmniejszyæ
stres hydrodynamiczny. W tabeli 5 przedstawiono przyk³adowe zastosowania zwi¹z-
ków perfluorowanych w hodowlach komórek roœlinnych.

T a b e l a 5

Zastosowania perfluorozwi¹zków w hodowlach komórek roœlinnych

Gatunek Perfluorozwi¹zek Efekt Literatura

Atropa belladonna perfluorododekan (O2) zwiêkszenie przyrostu biomasy korzeni w³oœnikowatych [48]

Oryza sativa perfluorodekalina (O2) wzrost liczby kolonii komórek uzyskanych z protoplastów [49]

poprawa ¿ywotnoœci zamro¿onych komórek [50,51]

Petunia hybrida perfluorodekalina (O2) wzrost liczby kolonii komórek uzyskanych z protoplastów [1,52]

Rosa chinensis perfluorodekalina (CO2) wzrost indukcyjnoœci pêdów i korzeni uzyskanych z kultur

komórkowych

[53]

skróty: (O2) – perfluorozwi¹zek nasycony tlenem; (CO2) – PFC nasycony dwutlenkiem wêgla
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Zwiêkszenie stê¿enia tlenu w reaktorowych hodowlach roœlinnego materia³u
biologicznego ma szczególne znaczenie w kulturach protoplastów komórek (czyli
komórek pozbawionych œcian komórkowych, które zosta³y na przyk³ad strawione
enzymatycznie). W œrodowiskach o zwiêkszonej dostêpnoœci tlenu obserwuje siê
wzrost czêstoœci mitotycznych podzia³ów protoplastów. Regeneracja pêdów z kul-
tur komórkowych uzyskanych z protoplastów jest szeroko stosowana w biotechno-
logii roœlin [54].

Perfluorowany noœnik tlenu po raz pierwszy zastosowano w hodowlach proto-
plastów otrzymanych z komórek petuni ogrodowej (Petunia hybrida L.). Protoplasty
wzrasta³y na powierzchni miêdzyfazowej, utworzonej pomiêdzy warstw¹ wodn¹
po¿ywki a warstw¹ natlenionej perfluorodekaliny. Faza wodna zawiera³a dodatek
surfaktantu Pluronic F-68, który mia³ za zadanie u³atwiæ dyfuzjê tlenu przez po-
wierzchniê miêdzyfazow¹. W badanym uk³adzie zaobserwowano przyspieszenie
procesu syntezy nowych œcian komórkowych zachodz¹cego przed pierwszym po-
dzia³em mitotycznym protoplastów. W porównaniu z próbami kontrolnymi zanoto-
wano prawie 40% wzrost zdolnoœci wyizolowanych protoplastów do wytwarzania
wielokomórkowych kolonii. Niestety podczas tego procesu komórki petunii traci³y
zdolnoœæ do regeneracji pêdów [1,52]. W celu zwiêkszenia stê¿enia tlenu w po¿yw-
ce do hodowli protoplastów komórek roœliny tego samego gatunku u¿yto tak¿e pre-
paratu bydlêcej hemoglobiny o nazwie Erythrogen® (TCS Biologicals, UK). W porów-
naniu z prób¹ kontroln¹, w uk³adzie z hemoglobin¹ zanotowano prawie 2,5-krotnie
wiêkszy przyrost biomasy [55]. Badania hodowli protoplastów komórek Petunia

hybrida L. nale¿y traktowaæ jako czysto jakoœciowe, gdy¿ prowadzone by³y w mikro-
skali, a nasycony tlenem noœnik, czy to perfluoroalkan czy hemoglobina, dodawany
by³ tylko raz – na pocz¹tku prowadzenia hodowli. Wyniki tych badañ potwierdzaj¹
jednak s³usznoœæ za³o¿eñ o mo¿liwoœci wykorzystania sztucznych, w tym tak¿e per-
fluorowanych, noœników tlenu w hodowlach komórek roœlinnych w warunkach in vitro.

Nasycon¹ tlenem perfluorodekalinê zastosowano w hodowli ry¿u (Oryza sativa

L.) w celu zwiêkszenia dostêpnoœci tlenu do protoplastów i rozwijaj¹cych siê
z nich kolonii komórek [49]. Stwierdzono, ¿e dobre natlenienie medium hodowla-
nego wp³ywa na o¿ywienie mitotycznych podzia³ów protoplastów oraz na proces
regeneracji pêdów z kultur komórkowych otrzymanych z protoplastów komórek
ry¿u. O 50%, w porównaniu z prób¹ kontroln¹ niezawieraj¹c¹ perfluorowanego
noœnika tlenu, zwiêkszy³a siê, liczba protoplastów, zdolnych do wytwarzania pê-
dów. Liczba pêdów uzyskanych z jednej kolonii komórek rozwiniêtych z ich proto-
plastów zwiêkszy³a siê ponad 3-krotnie. W hodowlach napowietrzanych sztucz-
nym noœnikiem tlenu otrzymywano œrednio 7 pêdów z jednej kolonii, podczas gdy
w uk³adach kontrolnych tylko dwa pêdy. Po zakoñczeniu procesów regeneracji
roœlin z kultur komórkowych wywodz¹cych siê z ich protoplastów przesadzono je
z pod³o¿a agarowego do gleby. Wszystkie otrzymane, w pe³ni rozwiniête roœliny
zakwit³y, a na podstawie analizy morfologicznej i przeprowadzonych pomiarów
charakterystycznych cech genotypowych (m. in. diploidalnoœæ) i morfologicznych
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(np. wysokoœæ roœlin, d³ugoœæ i szerokoœæ liœci, wymiary kwiatostanów, ¿ywotnoœæ
wytworzonego py³ku), wykazano, ¿e nie odbiega³y one w ¿adnym stopniu od roœ-
lin wyhodowanych w standardowych warunkach [49]. Wyniki opisanych badañ wy-
kaza³y brak toksycznego wp³ywu perfluorozwi¹zków na roœlinny materia³ biolo-
giczny hodowanych w warunkach in vitro.

Perfluorowany noœnik tlenu stosowano w hodowli korzeni w³oœnikowatych po-
krzyka wilczej jagody (Atropa belladonna L.). W bioreaktorze membranowym, w któ-
rym zastosowano dodatek perfluorododekanu (produkowanego przez 3M perflu-
orowanego preparatu o handlowej nazwie Fluoroinert® FC-43) uzyskano ponad 60%
wiêkszy przyrost biomasy hodowanych korzeni ni¿ w reaktorze zasilanym powie-
trzem. Podczas prowadzenia procesu nie stwierdzono obecnoœci produktów meta-
bolizmu charakterystycznych dla warunków beztlenowych, tj. kwasu mlekowego
czy etanolu. Zwi¹zki te s¹ obecne w p³ynie hodowlanym w reaktorach napowietrza-
nych w tradycyjny sposób [48]. Perfluoroalkany mog¹ pos³u¿yæ zatem do usprawnie-
nia napowietrzania hodowli in vitro korzeni w³oœnikowatych. W tego typu hodow-
lach upakowanie przestrzenne uzyskiwanych korzeni jest niekiedy wysokie, co po-
woduje trudnoœci w wymianie masy w reaktorze.

Natlenione perfluorozwi¹zki mo¿na tak¿e wykorzystaæ do pobudzania wzrostu
komórek roœlinnych zamro¿onych w ciek³ym azocie (-196°C). Technika przechowy-
wania biomasy roœlinnej (cryopreservation) pozwala unikn¹æ niekorzystnych zjawisk,
takich jak: utrata zdolnoœci totipotencji, zmiany genetyczne czy spadek produkcyj-
noœci okreœlonego metabolitu wtórnego. W trakcie rozmra¿ania materia³u roœlinne-
go i pobudzania komórek do wzrostu napotyka siê na szereg trudnoœci wynika-
j¹cych ze znacznych zmian w morfologii i fizjologii komórek poddawanych zamro-
¿eniu. Czysto fizycznym zmianom w strukturze komórki mo¿na przeciwdzia³aæ sto-
suj¹c na przyk³ad odpowiednie p³yny krioochronne (tzw. krioprotektanty), których
funkcj¹ jest niedopuszczanie do powstawania lub znaczne ograniczanie tworzenia
siê kryszta³ków lodu wewn¹trz komórek i w bezpoœrednim ich s¹siedztwie. Jednym
z czynników wp³ywaj¹cych na metabolizm przechowywanych komórek jest spadek
stê¿enia tlenu, powoduj¹cy zachwianie równowagi procesów oddechowych i po-
wstawanie wolnych rodników. In vivo wolne rodniki odpowiedzialne s¹ za wytwarza-
nie grup nadtlenowych w kwasach t³uszczowych oraz za degradacjê bia³ek [50].

W badaniach przeprowadzonych na rozmra¿anych komórkach ry¿u (Oryza sativa L.)
u¿ywano natlenionej perfluordekaliny. Wyniki doœwiadczeñ pokazuj¹, ¿e w porów-
naniu z prób¹ kontroln¹, o prawie 25% zwiêkszy³a siê ¿ywotnoœæ rozmro¿onych po
d³ugotrwa³ym (trzyletnim) przechowywaniu komórek w próbach, w których proces
rozmra¿ania przeprowadzano w obecnoœci natlenionej perfluorodekaliny. W przy-
padku 0,01% dodatku detergentu Pluronic F-68 wartoœæ ta wzros³a o blisko 60%. Ob-
serwowane wyniki t³umaczyæ mo¿na wp³ywem zwiêkszonego stê¿enia tlenu w oto-
czeniu komórki, które wp³ywa na wzrost aktywnoœci dyzmutazy nadtlenkowej –
wewn¹trzkomórkowego enzymu odpowiadaj¹cego m.in. za redukcjê powstaj¹cych
w komórce wolnych rodników [50,51].
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Wysok¹ rozpuszczalnoœæ gazów oddechowych w zwi¹zkach perfluorowanych
mo¿na wykorzystaæ nie tylko do natleniania hodowanych in vitro komórek roœlin-
nych, ale tak¿e do zapewnienia w badanych uk³adach wysokiego stê¿enia dwutlen-
ku wêgla. Perfluorodekalina zosta³a zastosowana jako noœnik dwutlenku wêgla
w pó³p³ynnej po¿ywce do hodowli kultur komórkowych jednej z odmian ró¿y pn¹-
cej (Rosa chinensis Jacq.). Przez po¿ywkê przepuszczano okresowo dwutlenek wêgla.
W porównaniu z hodowl¹ kontroln¹, w której nie zastosowano dodatku perfluoro-
wanego noœnika dwutlenku wêgla, zanotowano prawie 50% wzrost efektywnoœci in-
dukcji pêdów z hodowanych kultur komórkowych. W próbach zawieraj¹cych perflu-
oroalkan uzyskiwano prawie dwa razy wiêcej biomasy wytworzonych pêdów ni¿
w próbach kontrolnych. Innym dodatnim efektem zastosowania perfluorowanego
noœnika dwutlenku wêgla by³ wyraŸny, bo ponad 30% wzrost liczby wytworzonych
podczas indukcji pêdów korzeni. Wzrost korzeni jest czêsto hamowany przez po-
wstaj¹ce zwi¹zki fenolowe. Na podstawie przeprowadzonej analizy sk³adu homoge-
nizatu korzeni wykazano znacz¹cy spadek stê¿enia tych zwi¹zków w tkankach roœ-
lin wyhodowanych w pod³o¿u z dodatkiem perfluorodekaliny nasyconej dwutlen-
kiem wêgla. Prawdopodobnie efekt ten zwi¹zany jest ze zwiêkszeniem aktywnoœci
oksydazy fenolowej, enzymu odpowiedzialnego za proces utleniania zwi¹zków fe-
nolowych do tzw. barwników chininowych [53].

4.3. Hodowle komórek zwierzêcych

Hodowle in vitro zwierzêcych kultur komórkowych, w których jako noœniki tlenu
wykorzystuje siê zwi¹zki perfluorowane podzieliæ mo¿na na dwa rodzaje. Pierwszy
z nich polega na wg³êbnej hodowli komórek w reaktorze z rozproszonymi kroplami
perfluoroalkanu. Drugi rodzaj hodowli, stosowany do komórek adhezjozale¿nych,
polega na wzroœcie komórek na powierzchni miêdzyfazowej utworzonej na granicy
fazy wodnej i perfluorowanej. Przyk³adowe zastosowania perfluorozwi¹zków w bio-
technologii komórek zwierzêcych przedstawione zosta³y w tabeli 6.

T a b e l a 6

Zastosowania perfluorozwi¹zków w hodowlach komórek zwierzêcych

Gatunek Perfluorozwi¹zek Efekt Literatura

Spadoptera frugiperda owad (w) perfluorotributylamina wzrost stê¿enia biomasy;

wzrost produkcyjnoœci zrekombinowanego bia³ka

[56-58]

mysz (w) perfluorotributylamina wzrost stê¿enia biomasy [1,5]

mysz (p) perfluorotributylamina,

perfluororooktan

ró¿nice w morfologii wzrastaj¹cych komórek;

tworzenie wielokomórkowych agregatów

[59]

skróty: (w) – hodowla wg³êbna zawiesiny komórek; (p) – hodowla komórek na powierzchni miêdzyfazowej
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Perfluorozwi¹zki stosowane by³y w celu zwiêkszenia natlenienia medium ho-
dowlanego we wg³êbnych hodowlach zawiesin komórek zarówno bezkrêgowców
(owadów), jak i zwierz¹t krêgowych (ssaków) [1,56]. Opracowanych zosta³o wiele
rozwi¹zañ procesowych, których celem by³a redukcja negatywnego wp³ywu sztucz-
nie stworzonego œrodowiska wzrostu na hodowane komórki. Przyk³adem takiego
rozwi¹zania jest bioreaktor kolumnowy, w którym po wewnêtrznych œcianach,
w sposób ci¹g³y, sp³ywa³ perfluorowany noœnik tlenu (rys. 3). Zbieraj¹ca siê w dolnej
czêœci zbiornika perfluorotributyloamina by³a zawracana i po nasyceniu tlenem
w zewnêtrznym uk³adzie do natleniania ponownie podawana na œciany reaktora.
Sp³ywaj¹ca warstwa perfluorozwi¹zku nie tylko nasyca³a tlenem po¿ywkê, lecz jej
ruch wywo³ywa³ ³agodne mieszanie zawartoœci zbiornika. W opisany sposób hodo-
wane by³y komórki poczwarki jednego z gatunków motyli, nale¿¹cego do rodziny
sówek Spadoptera frugiperda (Sf-9) [56]. Po 48 godzinach prowadzenia procesu uzy-
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Rys. 3. Schemat reaktora do hodowli komórek zwierzê-
cych z perfluorozwi¹zkiem sp³ywaj¹cym po œcianach (na
podst. [56]).



skano dwa razy wiêkszy przyrost biomasy (gêstoœæ komórek: 2,9 × 106 komó-
rek/ml) w porównaniu do kultury wzorcowej bez dodatku perfluorotributyloaminy
(1,4 × 106 komórek/ml) wzrastaj¹cej w wirowanej kolbie Erlenmeyera, przy zacho-
waniu identycznej wartoœci (80%) ¿ywotnoœci komórek. W trakcie wg³êbnej hodowli
komórek poczwarki prowadzonej w reaktorze zbiornikowym, uzyskano o 60% wiêk-
szy przyrost biomasy w porównaniu do hodowli kontrolnej napowietrzanej w spo-
sób tradycyjny, czyli faz¹ gazow¹ [57]. Hodowane in vitro komórki owadów mog¹
zostaæ wykorzystane na przyk³ad do produkcji przeciwcia³ monoklonalnych. Wyka-
zany zosta³ tak¿e korzystny wp³yw stê¿enia tlenu rozpuszczonego w medium ho-
dowlanym na wydajnoœæ produkcji ¿¹danego zrekombinowanego bia³ka przez
uprzednio genetycznie zmodyfikowane komórki Spadoptera frugiperda [57,58].

Zwi¹zki perfluorowane stosowano tak¿e w hodowli wg³êbnej zawiesiny mysich
komórek hybrydowych. Komórki te u¿ywane s¹ m.in. do produkcji przeciwcia³ mo-
noklonalnych. Otrzymuje siê je w wyniku fuzji komórek szpiczaka i limfocytów uzy-
skanych z immunizowanych myszy. Zwiêkszenie stê¿enia tlenu w po¿ywce wywo-
³ane obecnoœci¹ emulsji perfluorotributyloaminy w hodowli komórek hybrydowych
wyd³u¿y³o wyk³adnicz¹ fazê ich wzrostu. Wynikiem tego by³ ponad szeœciokrotny
wzrost stê¿enia ¿ywych komórek w p³ynie hodowlanym w porównaniu do kultury
komórkowej wzrastaj¹cej w warunkach tradycyjnego natleniania. Hodowle prowa-
dzono w obracaj¹cych siê szklanych tubach, w których natlenianie medium hodow-
lanego zachodzi³o na skutek przelewania siê zawartoœci. W badaniach stosowano
10% dodatek emulsji PFC [1,5].

Wiele rodzajów komórek zwierzêcych wykazuje zdolnoœæ wzrostu tylko w przy-
padku ich kontaktu ze sta³¹ powierzchni¹. Okaza³o siê, ¿e sta³e, syntetyczne noœniki
wprowadzane do bioreaktorów w celu zapewnienia kontaktu z pod³o¿em wzrasta-
j¹cym komórkom mog¹ byæ z powodzeniem zast¹pione powierzchni¹ miêdzyfazow¹,
wytworzon¹ miêdzy faz¹ wodn¹ po¿ywki a hydrofobow¹ faz¹ perfluorowanego cie-
k³ego noœnika tlenu. Takie rozwi¹zanie procesowe pozwala na czerpanie korzyœci wy-
nikaj¹cych zarówno z zaspokojenia œrodowiskowych wymagañ komórek jak i ze zwiêk-
szonej dostêpnoœci tlenu do p³ynu hodowlanego. W przypadku powierzchni kontaktu
zapewnianej przez dwie niemieszaj¹ce siê ciecze wzrost komórek odbywa siê nie bez-
poœrednio na granicy faz, lecz na wytworzonej przez same komórki cienkiej, bia³kowej
warstwie. Jej tworzenie jest prawdopodobnie stymulowane przez wêglowodorowe za-
nieczyszczenia obecne w komercyjnie dostêpnych perfluorowanych preparatach [1,5].
Kolejn¹ zalet¹ wynikaj¹c¹ z zastosowania uk³adów z powierzchni¹ miêdzyfazow¹
ciecz/ciecz jest ³atwiejsza izolacja otrzymanych komórek po zakoñczeniu hodowli.
Mog¹ one zostaæ oddzielone od p³ynu hodowlanego przez wirowanie, b¹dŸ mecha-
niczne zebranie ich warstwy znad powierzchni miêdzyfazowej. Nie ma, bowiem po-
trzeby stosowania metod izolacji komórek z tradycyjnych metod hodowli komórek ad-
hezjozale¿nych, takich jak odklejanie trypsyn¹ (trypsynizacja) [59].

Wyniki uzyskane podczas hodowli mysich komórek [59] (pochodz¹cych z linii
komórkowej L-929) w uk³adach dwufazowych: faza wodna/faza perfluorozwi¹zki,
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potwierdzi³y przydatnoœæ takiego rozwi¹zania procesowego do hodowli adhezjoza-
le¿nych komórek zwierzêcych. Zarówno krzywe wzrostu jak i uzyskiwane w trakcie
hodowli wartoœci stê¿eñ ¿ywych komórek nie odbiega³y w znacz¹cy sposób od war-
toœci otrzymanych w uk³adach kontrolnych, w których powierzchniê do wzrostu sta-
nowi³o polistyrenowe naczynie hodowlane. Ró¿na natomiast by³a morfologia komó-
rek wzrastaj¹cych na odmiennych powierzchniach. Komórki hodowane na powierz-
chni polistyrenowej ros³y w postaci pojedynczej warstwy, natomiast komórki ros-
n¹ce na powierzchni miêdzyfazowej woda/PFC tworzy³y przestrzenne, pó³kuliste
struktury, charakterystyczne dla komórek w¹troby hodowanych w warunkach in vitro.
Odmiennoœci te wynikaj¹ z ró¿nic w fizycznych w³aœciwoœciach badanych powierz-
chni miêdzyfazowych.

5. Perspektywy rozwoju zastosowañ perfluorozwi¹zków w biotechnologii

Zwi¹zki perfluorowane posiadaj¹ du¿y potencja³ aplikacyjny w biotechnolo-
gii. Dotyczy on przede wszystkim mo¿liwoœci wykorzystania perfluoroalkanów
jako noœników tlenu w bioreaktorowych hodowlach komórkowych organizmów
eukariotycznych. W przeprowadzonych dotychczas doœwiadczeniach okazuje siê,
¿e dla uk³adów o wy¿szej zawartoœci tlenu osi¹gane s¹ wiêksze przyrosty bioma-
sy. W wielu przypadkach produktywnoœæ okreœlonego, technologicznie po¿¹da-
nego metabolitu komórkowego jest równie¿ wiêksza. Niska rozpuszczalnoœæ tle-
nu w wodzie, jak siê okazuje, jest czêsto czynnikiem limituj¹cym szybszy rozwój
wzrastaj¹cych komórek oraz ograniczaj¹cym czêstoœæ ich podzia³ów. Woda jest
jednak podstawowym sk³adnikiem wszystkich po¿ywek stosowanych w bioreak-
torowych hodowlach wg³êbnych i nie da siê jej zast¹piæ ¿adnym innym rozpusz-
czalnikiem.

Komórki roœlin jak i zwierz¹t s¹ wra¿liwe na dzia³anie si³ œcinaj¹cych generowa-
nych w trakcie intensywnego mieszania i napowietrzania po¿ywki hodowlanej.
W rozwi¹zaniach praktycznych poszukuje siê zatem kompromisu pomiêdzy zapew-
nieniem odpowiednich warunków do wymiany gazowej a prowadzeniem hodowli
w ³agodnych warunkach hydrodynamicznych, sprzyjaj¹cych wzrostowi i podzia³om
komórek. Na szczególn¹ uwagê w in¿ynierii bioreaktorów zas³uguj¹ rozwi¹zania
procesowe pozwalaj¹ce omin¹æ przedstawion¹ trudnoœæ przez zastosowanie nie-
konwencjonalnych technik napowietrzania. Specyficzne w³aœciwoœci fizykochemicz-
ne zwi¹zków perfluorowanych pozwalaj¹ stosowaæ je jako ciek³e noœniki tlenu,
a tak¿e jako noœniki dwutlenku wêgla lub gazowych produktów metabolizmu hodo-
wanych komórek. Wykorzystanie obojêtnego (neutralnego) noœnika gazów fizjolo-
gicznych, którego zdolnoœæ do wi¹zania tlenu wielokrotnie przewy¿sza jego roz-
puszczalnoœæ w wodzie, pozwala na zmniejszenie wymaganej szybkoœci przep³ywu
po¿ywki hodowlanej przez przestrzeñ wewnêtrzn¹ bioreaktorów. Konsekwencj¹
tego jest ograniczenie negatywnego wp³ywu na komórki czynników odpowiedzial-

Zastosowania perfluorozwi¹zków jako ciek³ych noœników gazów oddechowych

BIOTECHNOLOGIA 2 (69) 125-150 2005 147



nych za generowanie w wyniku intensywnego mieszania oraz pêcherzykowego na-
tleniania po¿ywki si³ œcinaj¹cych.

Czynnikiem ograniczaj¹cym stosowanie perfluorozwi¹zków w biotechnologii
mo¿e byæ wysoki koszt dostêpnych komercyjnie preparatów perfluorowanych. Przy-
k³adowa cena jednego z najczêœciej u¿ywanych w badaniach cyklicznego perfluoro-
alkanu – perfluorodekaliny wynosi oko³o 500 USD za litr preparatu (dane z 2004 r.).
Dodatek PFC do hodowli nie przekracza wprawdzie 20% objêtoœci po¿ywki zatem
wysoki koszt noœnika gazów nie ogranicza, jak siê wydaje, rozwoju doœwiadczal-
nych badañ laboratoryjnych. Cena perfluoroalkanów mo¿e za to ujemnie wp³ywaæ
na ekonomikê ich wykorzystania w skali przemys³owej. Jednak¿e inertnoœæ noœnika
tlenu oraz jego niemieszalnoœæ z faz¹ wodn¹ umo¿liwia recyrkulacjê praktycznie
ca³ej jego iloœci wprowadzonej do uk³adu hodowlanego. Odzyskany z reaktora per-
fluorozwi¹zek mo¿e byæ nastêpnie ponownie sterylizowany, nasycany odpowiednim
gazem i ponownie u¿ywany w tym samym lub innym procesie. Wszystkie te opera-
cje ograniczaj¹, a wrêcz eliminuj¹ jakikolwiek negatywny wp³yw tej grupy zwi¹zków
na œrodowisko naturalne podczas ich laboratoryjnego u¿ycia. Recyrkulacja i regene-
racja perfluorowanych preparatów powoduje tak¿e znaczn¹ redukcjê nak³adów fi-
nansowych poniesionych w zwi¹zku z zakupem perfluorozwi¹zków w przeliczeniu
na jednostkowe ich u¿ycie. Zastosowanie perfluorozwi¹zków w biotechnologii jest
najczêœciej zwi¹zane z produkcj¹ preparatów o wysokiej cenie jednostkowej (œrodki
farmaceutyczne, przeciwcia³a monoklonalne, genetycznie zmodyfikowane komór-
ki), co uzasadnia wysokie koszty stosowanych technik.

Pochodz¹ce z ostatnich piêtnastu lat doniesienia literaturowe o wykorzystaniu
perfluoroalkanów jako czynnika dostarczaj¹cego tlen w hodowlach komórek roœlin-
nych i zwierzêcych zawieraj¹ tylko jakoœciowe informacje na ten temat. Brak jest
œcis³ych danych iloœciowych pozwalaj¹cych na racjonalne projektowanie bioreakto-
rów, w których perfluorozwi¹zki s¹ wykorzystywane jako noœniki tlenu. Niewiele
jest równie¿ specyficznych rozwi¹zañ procesowo-aparaturowych pozwalaj¹cych na
efektywne prowadzenie procesów biotechnologicznych z udzia³em ciek³ych noœni-
ków gazów oddechowych.
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