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Badanie szybkosci desorpcji gazow z perfluorodekaliny
w warunkach przeptywu kapilarnego

Wstep

Znaczna utrata krwi w wyniku uszkodzenia ciata lub operacji chi-
rurgicznej powoduje zapadanie si¢ naczyn i niewystarczajacy trans-
port tlenu do narzadéw i tkanek ciata. Jesli utrata krwi jest umiarko-
wana, wewnatrznaczyniowa objeto$¢ krwi mozna uzupetni¢ ptynami
niezawierajacymi nos$nikéw tlenu, przyktadowo izotonicznym roz-
tworem soli fizjologicznej, roztworem ludzkiej albuminy lub dek-
stranu. Jesli utrata krwi jest wigksza, zmniejszenie zdolnosci do
transportu tlenu przez pozostate czerwone krwinki musi by¢ zwigk-
szone, w innym przypadku bowiem organy nie bgda w stanie podja¢
normalnych funkcji. Obecnie w tym celu stosuje si¢ transfuzje krwi
pochodzacej od dawcow.

Zasoby krwi czgsto nie pokrywajq zapotrzebowania ze wzgledu na
krotki czas przechowywania, wymagania dotyczace przechowywa-
nia, dlugotrwale i kosztowne testy w kierunku patogenéw i wiruséw,
dodatkowe testy zgodnosci przed transfuzja, przeszkody etyczne
i religijne. Ponadto transfuzja krwi niesie ze soba ryzyko hematolo-
gicznej reakcji, ktéra moze przybra¢ posta¢ alergii, wstrzasu,
a nawet $mierci [Napolitano, 2009], dlatego tez opracowanie metody
otrzymywania substytutu krwi jest obecnie kluczowym zagadnie-
niem bioinZynierii.

Syntetyczna krew

Zamienniki krwi spelniajace jej podstawowa funkcje — przeno-
szenie tlenu, nazywane dalej substytutami czerwonych krwinek, sa
przedmiotem intensywnych badan na calym $wiecie. W pierwszej
generacji substytutéw czerwonych krwinek, nad ktdéra prace rozpo-
czely sig 30 lat temu znalazly si¢ emulsje perfluorozwiazkéw oraz
bezkomérkowe, bazujace na hemoglobinie nosniki tlenu. Pierwsza
generacj¢ substytutéw czerwonych krwinek charakteryzuje: (a)
otrzymywanie syntetyczne (w przypadku perfluorozwiazkéw), badz
pozyskiwanie z krwi ssakéw (w przypadku zwiazkéw na bazie he-
moglobiny), (b) tatwa sterylizacja w celu usunigcia mikrobéw
i wiruséw, (c) brak wymogu testéw dopasowania przed transfuzja,
(d) wydluzony czas przechowywania oraz mniej restrykcyjne jego
wymogi, (e) duze powinowactwo do tlenu oraz szybki jego transport
do tkanek.

Hemoglobina pozyskiwana jest z ludzkiej badZz bydlgcej krwi,
rzadziej przy uzyciu genetycznie zmodyfikowanych mikroorgani-
zméw, tj. bakterii czy drozdzy [Rabiner i in., 1967]. Szybko okazato
si¢ jednak, ze stosowanie wyselekcjonowanej hemoglobiny niesie ze
soba powazne skutki uboczne w postaci infekcji i reakcji immunolo-
gicznej ze wzgledu na zawarto$¢ lipidéw pochodzacych z membrany
zrgbu erytrocytu, zawierajacych czgsto bakteryjne endotoksyny.

Perfluorowegle (PFCs) sa syntetycznymi zwiazkami posiadaja-
cymi zdolno$¢ do rozpuszczania i przenoszenia duzych ilodci tlenu.
Rozpuszczalnos¢ tlenu w PFC jest ponad dwudziestokrotnie wigksza
niz w wodzie [Khattak i in., 2007]. Ponadto perfluoroweggle sa
catkowicie obojgtne biologicznie i sa stosowane do przechowywania
organéw w transplantologii. Niestety, ze wzgledu na to, Ze nie mie-
szaja si¢ z woda, nie sa w stanie przenosi¢ wigkszosci istotnych dla
organizmu zywego substancji, m. in. glukozy czy bialek. W latach
80. XX wieku zaproponowano uzycie stabilizowanych emulsji PFC
do zastosowan biomedycznych. Fluosol-DA (Green Cross, Inc.,
Japan) poczatkowo dopuszczony przez FDA do uzycia podczas
angioplastyki w 1989 roku, zostal pézniej wycofany ze wzglgdu na
niska skuteczno$¢ (niska ilo$¢ przenoszonego tlenu — 7,2% w po-
réwnaniu do 17+20% dla czerwonych krwinek oraz krétki czas

cyrkulacji 4+6 h) [Kastro i Briceno, 2010]. Kilka kolejnych produk-
tow zostalo wycofanych na etapie badan klinicznych (Oxyfluor
firmy HemaGen, Inc., USA, Oxygent, firmy Alliance Pharmaceuti-
cals, Inc., USA). Pomimo licznych skutkéw ubocznych Rosja
i Meksyk dopuscity do uzytku Perftoran. Obecnie prowadzone sg
prace nad produkcja stabilnych nanoemulsji na bazie PFC, co zwigk-
szyloby czas cyrkulacji w uktadzie krwiono$nym.

W pracy przedstawiono wstgpne wyniki badan szybkosci desorp-
cji gazéw oddechowych z pefluorodekaliny do czystego azotu. Za-
stosowano mikroreaktor z przeptywem gaz-ciecz, pracujacy w rezi-
mie Taylora. Ponadto przedstawiono wyniki badaf wytwarzania
wodnych emulsji perfluorodekaliny z wykorzystaniem surfaktantéw.

Badania doswiadczalne

Badano wtasciwosci perfluorodekaliny (PFD) pod katem nos$nika
gazé6w oddechowych (tlenu i dwutlenku wegla). W literaturze tematu
spotyka si¢ juz liczne artykuly po$wigcone absorpcji réznych gazéw
w perfluorozwiazkach [Sobieszuk i Pilarek, 2012]. Postanowiono
zatem zmierzy¢ szybko$¢ desorpcji CO, i O, z perfluorodekaliny
nasyconej tymi gazami. Sa to wstgpne badania kinetyczne zwiazane
z potencjalnym zastosowaniem PFD jako substytutu czerwonych
krwinek.

Ponadto sporzadzono emulsje perfluorodekaliny w wodzie z za-
stosowaniem dwodch surfaktantéw: kwasu perfluorooktanosulfono-
wego (PFOS) i kwasu perfluorobutanosulfonowego (PFBS). Zbada-
no stabilnos¢ emulsji w zaleznosci od ilosci uzytego surfaktantu oraz
poréwnano stabilno$¢ emulsji dla badanych surfaktantéw.

Badania desorpcji

Badano desorpcj¢ tlenu i dwutlenku wegla do czystego azotu
z nasyconej odpowiednio O, i CO, perfluorodekaliny. Pomiary
przeprowadzono w mikroreaktorze z przeptywem gaz-ciecz, pracu-
jacym w rezimie przeptywu Taylora. Mikroreaktor skladal sig
z jednego mikrokanatu w ksztalcie meandra. Przekrdj mikrokanatu
byt kwadratowy 0,292x0,292 mm, dlugos¢ kanatu gtéwnego wyno-
sita 250 mm. Schemat aparatu przedstawiono na rys. 1. Do mikroka-
nalu podawano czysty azot oraz PFD nasycona odpowiednim gazem
(O, lub CO,). Za mikroreaktorem zastosowano kapilarny rozdzielacz
faz (Rys. 2).

W rozdzielaczu ciecz byta transportowana przez kapilary ku
gbrze 1 dotowi, Srodkiem przeptywal gaz. Nastgpnie gaz on-line byt

Rys. 1. Schemat mikroreaktora
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Rys. 2. Kapilarny rozdzielacz faz
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dostarczany do chromatografu gazowego firmy Shimadzu GC-2014,
w ktérym mozliwa byla analiza st¢zenia tlenu lub dwutlenku wegla
W mieszaninie z azotem. Zastosowano przeptyw Taylora z nastgpu-
jacymi warto$ciami przeptywéw: faza gazowa 1,0 ml/min oraz dwie
warto$ci przeptywu fazy ciektej 0,1 i 0,05 ml/min.

W tab. 1 przedstawiono procentowa zawarto$¢ tlenu w czystym
azocie opuszczajacym mikroreaktor oraz gesto$¢ strumienia desor-
bujacego gazu, natomiast w tab. 2 procentowa zawarto§¢ dwutlenku
wegla w czystym azocie opuszczajacym mikroreaktor oraz ggstos¢
strumienia desorbujacego gazu.

Tab. 1. Desorpcja tlenu

Przeptyw gazu, [ml/min] 1,0 1,0
Przeptyw cieczy, [ml/min] 0,1 0,05
Zawartos¢ tlenu, [%] 2,53 2,93
Gesto$é strumienia desorbowanego gazu, [m® Oy/m’s] 2,30-10* 2,66-10*
Tab. 2 Desorpcja dwutlenku wegla
Przeptyw gazu, [ml/min] 1,0 1,0
Przeptyw cieczy, [ml/min] 0,1 0,05
Zawarto$¢ dwutlenku wegla, [%] 2,0 2,13
Ggsto$¢ strumienia desorbowanego gazu, [m3 COz/mzs] 1,82410'4 1,94410'4

Trudno jest oszacowa¢ warunki desorpcji tlenu, jaka zachodzi
w komérkach. Jest to niewatpliwie desorpcja do cieczy. Przy wyde-
chu dwutlenek wegla desorbuje si¢ w ptucach do gazu. Srednio
dorosty czltowiek wykonuje 16 wdechéw i wydechéw na minutg,
przy $redniej objetosci gazu okoto 400 ml. Srednio w wydychanym
powietrzu znajduje si¢ 20 ml CO,, powierzchnia ptuc jest rzedu 3,3
m®. Na podstawie powyzszych danych mozna oszacowaé, Ze gestosé
desorbowanego w ptucach dwutlenku wegla wynosi: 1,6-10° m?
COy/m®s. Szybkos¢ desorpcji dwutlenku wegla obserwowana
w przeptywie Taylora w mikroreaktorze (Tab. 2) jest o dwa rzedy
wielkosci wigksza. Wydaje si¢ zatem, ze perflurodekalina jako
substytut czerwonych krwinek jest wtasciwym nosnikiem CO,.

Badania stabilnosci emulsji PFD

Sporzadzono emulsje PFD w wodzie z dodatkiem dwéch surfak-
tantéw: PFOS i PFBS. Emulsje o sktadzie podanym w tab. 3 sporza-
dzano przez rozpuszczenie danej ilosci surfaktantu w wodzie, doda-
nie PFD 1 sonifikacj¢ ultradzwigkowa przy uzyciu sonifikatora
Hielscher 4P 100H przez 10 minut przy czgstotliwosci 60 kHz.

Prébki przygotowywane byly w objgtosci 5 ml. Na kazdym etapie
przygotowywania emulsji kontrolowano pH. Prébki podczas sonifi-
kacji umieszczane byly w lodzie. Emulsje oceniane byly jakosciowo
pod mikroskopem optycznym Nikon Ti-U przy powigkszeniu x400.
Zdjgcia wykonanych emulsji zaprezentowano na rys. 3. Stabilno$¢
wykonanych emulsji oceniano po 24 h przechowywania w tempera-
turze 4 °C przez obserwacj¢ pod mikroskopem. Zdjgcia emulsji
po 24 h przechowywania przedstawiono na rys. 4. Emulsje sporza-
dzane w toku eksperymentéw byty jednorodne i homogeniczne.

Rys. 3. Zdjgcia mikroskopowe sporzadzonych emulsji
(Sktady emulsji podano w tab. 3)
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Tab. 3. Sktady zbadanych emulsji
Surfaktant Zawartos¢ surfaktantu, Zawarto$¢ PFD Widok emulsji

[% mas.] [% obj.] [% mas.] narys.

PFOS 0,001 2 3,82 3a, 4a

PFOS 0,005 2 3,82 3b, 4b

PFBS 0,001 2 3,82 3c, 4c

PFBS 0,005 2 3,82 3d, 4d

Srednica miceli fazy rozproszonej bezposrednio po wykonaniu
emulsji nie przekraczata okoto 2 um w przypadku stosowania PFOS
i okoo 5 pm w przypadku stosowania PFBS. Emulsje wykonane
z dodatkiem PFOS odznaczaly si¢ znacznie wigksza stabilno$cia po
24 h inkubacji w 4°C, faza rozproszona emulsji z dodatkiem PFBS
ulegata znacznej koalescencji (Rys. 4). Przyczyna tego zjawiska jest
fakt, iz PFOS posiada dluzsze tancuchy weglowodorowe, ktére jako
czg§¢ hydrofobowa znacznie lepiej kotwicza si¢ w hydrofobowej
perfluorodekalinie. Niestety PFOS odznacza si¢ bardzo duza cyto-
toksycznoscia, co wyklucza go z zastosowania jako sktadnik substy-
tutu czerwonych krwinek.

Whnioski

W pracy przedstawiono wstgpne badania zastosowania perfluoro-
dekaliny (PFD) jako substytutu krwi. Wyniki badan kinetycznych
desorpcji gazéw oddechowych z PFD w warunkach przepltywu
kapilarnego potwierdzily trafno$¢ wyboru substancji bedacej ich
nos$nikiem.

Zaprezentowano réwniez wyniki prac dotyczace wytwarzania
emulsji PFD-H,0O z dodatkiem surfaktantéw, badania stabilnosci
uzyskanych emulsji oraz wnioski dotyczace zastosowanego surfak-
tantu.

Dalsze prace zastosowania PFD jako sktadnika syntetycznej krwi
dotyczy¢ beda badan wilasciwosci desorpcyjno-absorpcyjnych per-
fluorodekaliny w postaci wodnej emulsji podczas przeptywu kapi-
larnego.
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Rys. 4. Zdjgcia mikroskopowe sporzadzonych emulsji po 24 h
przechowywania (Sktady emulsji podano w tab. 3)
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