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Wykorzystanie metody enzymatycznej do badania rozpuszczalnosci tlenu
w ciektych perfluorozwigzkach

Wstep

Syntetyczne, ciekle perfluorowane pochodne weglowodorow alifa-
tycznych (perfluorozwiazki PFC (perfluorochemicals, fluorocarbons)
znajduja coraz szersze zastosowanie jako nosniki gazow oddechowych
(tlenu i ditlenku wegla) w inzynierii bioprocesowej i naukach biome-
dycznych. Zastosowanie perfluorowanych nosnikow gazéw oddecho-
wych w hodowlach komérkowych pozytywnie wptywa na efektywnosé
hodowli przez skrocenie fazy adaptacji, wydtuzenie fazy wzrostu wy-
ktadniczego, osiagnigcie wyzszych gestosci komorek czy tez zwigkszo-
ng produkcyjnos$¢ metabolitow komorkowych (np. rekombinowanych
biatek, plazmidow) [Pilarek i in., 2011, Pilarek i in., 2012]. Uznaje sig,
ze ciekte PFC wykazuja si¢ duzym potencjatem aplikacyjnym w zakre-
sie udoskonalania technik prowadzenia przestrzennych hodowli komo-
rek zwierzecych [Pilarek i Szewczyk, 2005, Riess, 20006].

Rozpuszczalno$é¢ gazow w ciektych PFC mozna opisa¢ prawem Hen-
ry’ego w odroznieniu od sigmoidalnej zaleznosci rozpuszczalnosci tle-
nu w biologicznych nosnikach O,/CO, (tj. hemoglobiny i mioglobiny),
z ktorymi ciekte PFC sa porownywane [Deschamp i in., 2007, Sobie-
szuk i Pilarek, 2012]. Rozpuszczalno$¢ tlenu w PFC jest okoto 20-krot-
nie wyzsza niz w wodzie i nie zalezy od temperatury. Gestos¢ PFC (ok.
1,8+1,9 kg dm) oraz ich hydrofobowos$¢ sprawia, ze wprowadzone do
uktadu hodowlanego, ktory stanowi wodna faza pozywki z zawieszo-
nymi w niej komorkami danego typu, tworzy osobna fazg (faz¢ perflu-
orowana) na dnie naczynia hodowlanego [Riess, 2001; Lowe, 2002].
Liczne prace doswiadczalne oraz badania kliniczne potwierdzaja brak
toksycznego wptywu PFC na zywe komorki [Pilarek i in., 2011, Pilarek
iin., 2012].

Nie jest mozliwy bezposredni pomiar stgzenia tlenu rozpuszczone-
go w PFC. Standardowa metoda wykorzystujaca elektrode Clarke’a
nie moze zosta¢ uzyta z uwagi na hydrofobowos¢ fazy perfluorowane;j
i brak mozliwosci przeptywu elektronow w ukladzie. Konieczne jest
zastosowanie metod posrednich.

Celem pracy byta aplikacja metody enzymatycznej do pomiaru stg-
zenia tlenu rozpuszczonego w perfluorodekalinie. Wykorzystano uktad
dwoch nastgpczych reakeji enzymatycznych katalizowanych przez en-
zymy z klasy oksydoreduktaz: oksydazg glukozowa oraz peroksydaze,
stanowiace biologicznie czynne sktadniki popularnych odczynnikéw do
oznaczania stezenia glukozy w krwi. Wyznaczono warto$ci wspolczyn-
nikow wnikania masy po stronie fazy cieklej i gazowej oraz okreslo-
no rozpuszczalno$¢ tlenu w perfluorodekalinie. Z uwagi na niewielka
wymagang objgtos¢ probki ciektego PFC, rzedu 107 dm3, niewatpliwa
zaleta opracowanej ilosciowej metody enzymatycznego pomiaru stgze-
nia tlenu w fazie perfluorowane;j jest jej aplikacyjnos¢ w miniaturowych
uktadach hodowlanych o objgtosciach rzgdu mikro- i mililitrow.

Materiaty i metody

Perfluorozwiqzek. W badaniach, jako ciekly perfluorozwiazek wy-
korzystano réwnomolowa mieszaning izomerow (cis-/trans-) perflu-
orodekaliny C,F 3 (perfluorodecalin, PFD) o 98% czystosci. Preparat
zostal zakupiony w ABCR GmbH (Karlsruhe, Niemcy). Przeznaczona
do badan PFD byta sterylizowana termicznie (15 min., 121 °C), co skut-
kowato takze jej odgazowaniem.

Odczynnik BioMaxima. Jako specyficzny preparat enzymatyczny
umozliwiajacy pomiar stgzenia tlenu rozpuszczonego w PFD wykorzy-
stano odczynnik BM firmy BioMaxima (Lublin, Polska). Podstawowa
aplikacja odczynnika jest pomiar stgzenia glukozy w ludzkich ptynach
fizjologicznych oraz w innych roztworach wodnych. Zastosowana

przez producenta metoda wykorzystuje uktad dwoch nastepczych re-
akcji katalizowanych enzymatycznie przez oksydaze glukozowa GOD

i peroksydaz¢ POD:
— etap 1:
D - glukoza + H,0 + O, 00D glukonian + H,0,
— etap 2:
POD

H,0,+ 4-aminiantypiryna + fenol chinonoimina + 4H,0

Jako, ze reakcja katalizowana przez GOD, w odniesieniu do glukozy
i tlenu przebiega w stosunku molowym 1:1, to intensywnos¢ zabarwie-
nia roztworu uzyskanego po przereagowaniu czasteczek glukozy i tlenu
wprowadzonych do uktadu badawczego, jest wprost proporcjonalna do
stezenia substratu limitujacego, ktorym w zaleznos$ci od wariantu meto-
dy moze by¢ glukoza Iub tlen.

W celu usunigcia tlenu rozpuszczonego w preparacie enzymatycz-
nym, porcje odczynnika BM odgazowywano przez 10 min. w plucz-
ce ultradzwigkowej, a nastgpnie 3-krotnie zamrazano/odmrazano.
Z uwagi na zawarto$¢ w odczynniku GOD i POD niemozliwym byto
zastosowanie konwencjonalnych technik odgazowania, takich jak
np. nasycenie CO, (skutkowatoby to zmiang odczynu pH odczynnika
i w konsekwencji utrata aktywnosci przez czasteczki enzymow) czy
wysokiej temperatury (dosztoby do termicznej dezaktywacji biatek).

Uktad badawczy

Pomiary rozpuszczalnosci tlenu w PFD przeprowadzano w szczel-
nie zamknigtych (tzn. uszczelnionych gumowa uszczelka) mikropro-
bowkach typu Eppendorf o pojemnosci 2,12:107 dm’. Kazdorazowo
w sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito:

L 2107 dm’ odgazowanego preparatu BM,
1I. 0,1~10'3 dm’ perfluorodekaliny,
1. 0,02:107 dm’ odgazowanego (0,25-10° M) roztworu glukozy.

Porcje PFD (5107 dm’) umieszczona w butelce typu Schott (o po-
jemnosci 1-10" dm’) nasycano gazem (tlenem lub powietrzem atmos-
ferycznym) przettaczajac fazg¢ gazowa przez filtr o $rednicy porow
0,2 -10° m oraz porowata betkotke w celu dyspergowania fazy gazowe;j
przeptywajacej przez PFD. Proces nasycania PFD czystym tlenem lub
powietrzem atmosferycznym prowadzono przez 20 min. W tym czasie,
co 1 min. pobierano pipeta automatyczna probki PFD i dodawano je do
uprzednio przygotowanych mikroprobowek typu Eppendorf zawieraja-
cych odgazowana mieszaning preparatu BM i mianowanego roztworu
glukozy. Tym samym w badanym uktadzie PFD stanowita jedyne zrédto
tlenu. Zamknigte i uszczelnione mikroprobowki umieszczano na koty-
sce laboratoryjnej KL-942 (JW Electronic, Warszawa, Polska) zapew-
niajacej mieszanie (150 rpm) i inkubowano w 25°C przez 20 min. Po
zalozonym czasie, ktory umozliwiat zajscie selektywnej barwnej reakcji
do konca, przeprowadzano spektrofotometryczny pomiar absorbancji
mieszanin poreakcyjnych. Uzyskane punkty krzywej rozpuszczalnosci
gazu w PFD stanowity $rednia warto$¢ z pigciu niezaleznych prob.

Metody analityczne

Absorbancj¢ mieszanin poreakcyjnych oznaczano technika spek-
troskopii VIS przy analitycznej dtugosci fali 500 nm wzgledem pro-
by odczynnikowej (2- 107 dm’ odgazowanego preparatu BM + 0,1-10°
dm’ odgazowanej PFD + 0,02:10” dm’ odgazowanego mianowanego
roztworu glukozy). W warunkach pomiaru proba odczynnikowa nie ab-
sorbuje $§wiatta monochromatycznego poniewaz nie zawiera chinono-
iminy. Pomiar6w dokonywano spektrofotometrem GenSys 80 (Thermo
Spectronic, USA).
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Do wykonania ilosciowych oznaczen stgzenia tlenu zostata wyko-
rzystana metoda krzywej wzorcowej. Badany uklad spetnial prawo
Lamberta-Beera i w zakresie badanych st¢zen tlenu (0,025+0,5~10'6
mol-dm’3) charakteryzowatl si¢ prostoliniowym przebiegiem zaleznosci
absorbancji prob (4) od stezenia tlenu (Cop,):

-6
Cor -0,0133 [“’dT‘?Ol] R*=0,999 )

-4
4,95

Wyniki badan

W przypadku zastosowania czystego tlenu jako gazowego medium
nasycajacego PFD maksymalne st¢zenie tlenu rozpuszczonego w PFD
wyniosto 0,154-107 mol-dm™. Z kolei, w przypadku napowietrzania ba-
danego PFC powietrzem atmosferycznym analogiczna warto§¢ maksy-
malnego stgzenia tlenu rozpuszczonego w PFD byla nizsza i wyniosta
0,138-10° mol-dm™. Prawdopodobna przyczyna wykazanej roznicy jest
absorpcja gazow innych niz tlen zawartych w powietrzu atmosferycz-
nym (np. CO,).

Wyznaczenie warto$ci objetosciowego wspolczynnika przenikania
masy K;a jest konieczne do okreslenia ilosciowej charakterystyki trans-
portu masy w uktadzie dwufazowym PFD — tlen/powietrze. Objgtoscio-
wy wspotezynnik przenikania masy obliczono z bilansu:

dCOZ
dt
Dla warunkow poczatkowych procesu natleniania: ¢ = 0, Cg, = 0;
réwn. (2) przyjmuje postac:
In(1 = €2) =~ Kiar 3)
Con
Narys. 1 przedstawiono zalezno$ci opisane rown. (3) w funkcji czasu
natleniania czystym tlenem (100 % O,; Rys. 1A) oraz powietrzem at-
mosferycznym (21 % O,; Rys. 1B).

V- = KLa(ng - Coz) V (2)

( A&) /] 2 4 [ 8 10 12 14 16
- 0,0
In[1-(Cox/Coz* )

MEE

15

y=-0,2178x
(R*=0,909)

20

25 f

30

3,5
czas natleniania [min.]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
(B) 00

In[1-(Co2/Co2*1]
05 F T

L 2
-1,0-_+'

-5

y=-0,2125x
(R*=0,919)

20 r
25

=30 -

35

czas natleniania [min.]

Rys. 1. Wykres zaleznosci In[1 — (C,/Cp, *)] = -K;a't w funkcji czasu natleniania PFD
czystym tlenem (A) oraz powietrzem atmosferycznym (B)

W badanym uktadzie ciecz-gaz, do obliczenia rozpuszczalnosci O,
w PFD zastosowano rownanie rownowagi sprowadzone do prawa Hen-
ry’ego, obowiazujace dla gazéw niereagujacych z rozpuszczalnikiem.
Postugujac si¢ prawem Henry ‘ego, wyznaczono stata H:

P02=HC;2 4
101,32 kPa - m’ (3)
H= 35,5 _2’85[ mol

Objetosciowy wspotezynnik przenikania masy K,a zwiazany jest
z objgtosciowym wspotczynnikiem wnikania masy ka w obu fazach
nastgpujaca zaleznoscia:

1 __1 .1
Kia  Hk,a * ka ©

W przypadku stosowania czystego tlenu:
K,a=ka @)
Wyznaczone warto$ci objgtosciowych wspotczynnikéw wnikania
masy wynosza odpowiednio:
— w fazie gazowej k,a=0,051 mol'm™ s kPa’;
— w fazie ciekle] ka=3,63-10"s".

Whioski

Wykorzystano metod¢ enzymatyczna do pomiaru st¢zenia tlenu
w PFD poprzez zaadaptowanie techniki wykorzystujacej katalityczne
dziatanie dwoch oksydoreduktaz (GOD i POD).

Opracowana metodyka pozwala okresli¢ st¢zenie tlenu w probie PFD
0 objetosci rzedu mikrolitrow a tym samym wykazuje si¢ duzym poten-
cjatem aplikacyjnym w uktadach skali mikro wykorzystujacych ciekte
PFC.

W ilosciowy sposob potwierdzono, ze PFD jest wydajnym ciektym
no$nikiem tlenu, ktéry moze znalez¢ szerokie zastosowanie w miniatu-
rowych uktadach hodowli komorek.

Oznaczenia

A — absorbancja [-]
BM — enzymatyczny odczynnik BioMaxima
Co, — stezenie O, w glebi fazy PFD [mol-dm”]
Co, — stezenie rownowagowe O, na granicy faz gaz/PFD
[mol-dm™]
GOD - oksydaza glukozowa
H — stata Henry’ego [kPa m’ mol™]
K,a — objetosciowy wspotczynnik przenikania masy [s'l]
ka — ob%' gtosciowy wspoltczynnik wnikania masy w fazie cieklej
[s7]
k,a — objetosciowy wspdtczynnik wnikania masy w fazie gazowej
[mol'm%-s’l-kPa'l]
Poa — cisnienie tlenu [kPa]
PFC - ciekle perfluorozwiazki
PFD - perfluorodekalina
POD - peroksydaza
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