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5. LISTANOTATII

Q Caldura schimbata de un sistem termodinamic cu mediul ]
exterior

W Lucrul mecanic [W]
AU Variatia energiei interne (-]

P Presiunea [Pa]
v Volumul [m3]
Pi Presiunea initiald [Pa]
Pf Presiunea finala [Pa]
T Temperatura [KI[°C]
Mo Masa in conditiile initiale [kgl
m, Masa ghetii [kgl
m, Masa apei [kgl
Vo Volumul in conditiile initiale [m’]
\V, Volumul ghetii [m3]
\V, Volumul apei [m?]
Z Calitatea [-]
Vo Volumul apei [m*/kg]
U, Volumul specific al ghetii [m*/kg]
v, Volumul specific al apei [m°/kg]
B Coeficientul de compresibilitate [-]

a Coeficientul de dilatare termica [-]
Ton Temperatura de schimbare de faza, in regim izocor, pentru [K][°C]

amestec




T° Temperatura de inghet al apei la presiunea de 1 atm [K][°C]

AT(P) Scdderea de temperatura cauzata de cresterea presiunii P [Pa]
AT(c) Scdderea de temperatura in functie de concentratia [K][°C]
amestecului

C Concentratia [mol/m’]
MW Masa moleculara (g]

M Molaritatea [mol/1]
Csolvent Concentratia solventului [mol/m?]
Csolvat Concentratia solvatului [mol/m?]

6. DICTIONAR

materii biologice in sensul prezentei lucrari

Celule:

Celulele sunt una dintre cele mai comune
materii biologice studiate in crioconservare
izocord. Acestea pot fi recoltate din diferite
tesuturi cum ar fi sangele, tesuturile
conjunctive sau organele si pot fi conservate
pentru a fi utilizate in cercetarea medicala sau
in scopuri terapeutice.

Tesuturi:

Tesuturile biologice, cum ar fi tesutul
muscular, tesutul osos sau tesutul nervos, pot
fi studiate in crioconservare izocora. Aceste
mostre pot fi utilizate pentru a cerceta
dezvoltarea bolilor sau pentru a gasi noi
tratamente.

Microorganisme:

Microorganismele, cum ar fi bacteriile, fungi
sau virusurile, pot fi studiate in crioconservare
izocord. Aceasta tehnica poate fi utilizata
pentru a conserva culturi pure de
microorganisme pentru cercetarea biologica
sau pentru producerea de medicamente.
Plante:

Plantele, cum ar fi semintele sau mugurii, pot
fi conservate 1in crioconservare izocora.
Aceasta tehnicd poate fi utilizata pentru a
pastra biodiversitatea plantelor si pentru a
conserva soiuri rare sau importante




Crioconservare izocora

Crioprezervare izocorg, Criostocare izocora

Crioconservarea izocorda este o tehnica de
conservare a materiilor  biologice la
temperaturi  extrem de scdzute, fara
deformarea volumetrica a mediului de stocare

Solutie crioprotectanta

Solutie crioprezervanta, agent crioprotector
Un agent crioprotector este o substanta
addugata la mostrele biologice inainte de
procesul de crioprezervare, cu scopul de a
proteja celulele si tesuturile impotriva
deteriordrii cauzate de inghet. Aceste
substante ajuta la reducerea formadrii
cristalelor de gheata in celule si la protejarea
membranelor celulare si a structurilor interne
ale acestora, permitand astfel celulelor sa
supravietuiasca inghetului si sa fie pastrate
pentru utilizare ulterioara.

DMSO Dimetilsulfoxid
Ser fiziologic Solutie salina 0.9%
Mixturi Amestecuri

Crioconservare

Crioprezervare, racire in regim izocor

Reactor izocoric

Recipient metalic inchis ermetic, recipient
metalic inchis ermetic

Crioconservanti

Crioprotectanti, crioprezervanti

Prag de temperatura

Nivel de temperatura




7. SISTEMELE IZOCORICE

7.1.  Introducere

Dorinta umanitatii de a conserva diferite materii biologice exista inca din antichitate. Racirea
artificiala face parte din preocupdrile speciei noastre pentru a crea conditii de viatd mai bune.[1]
Conservarea diferitelor materii biologice, dateaza din timpuri stravechi, avand in vedere ca au fost
gasite corpuri de animale (in special de mamuti) perfect pastrate, in zonele arctice.[2]

Dincolo de aceste descoperiri timpurii si rudimentare de utilizare a frigului artificial in scopul
folosirii lui in diferite ramuri ale confortului, prin diferite procedee foarte simple, este oportun de
mentionat ca adevdratul avant al rdcirii artificiale a fost infaptuit odata cu descoperirea
amestecurilor frigorifice in secolele XVI — XVII [1] si a principiilor termodinamicii in secolul al XIX-
lea.

7.2. Baza teoretica

W=PAV, unde

W — lucrul mecanic
P — presiunea
V- Volumul

Dupa cum se poate observa din relatia de mai sus, in cazul unui proces izocoric, lucrul mecanic al
sistemului este O, singura diferentd in cazul transferului de caldura poate fi data doar de variatia
de presiune din interior. Daca trasam procesul intr-o diagrama presiune — volum, acesta ar arata
in felul urmator (Figura 1) [3] :

Pf e — Stare finala

Pi ——————= Stare initiala

o ~
V(mc)

Figura 1.Diagrama presiune volum in regim izocor,
unde V — volumul; P- presiunea; V=constant, Pi>Pf;



Temperatura {°C)

7.3.  Etimologia cuvantului “izocor”

Din punct de vedere al definitiei cuvantului “izocor” sau in engleza "isochor” acesta inseamna “ o
linie care reprezinta variatia de presiune in functie de temperatura cand volumul substantei
studiate este constant”[4].

7.4. Istoria conservarii in izocor

Studiul comportamentului lichidelor la presiuni mari si in regim izocor a luat amploare in anul
1998 cand a fost publicata o sinteza a cercetdrilor facute in acest domeniu de catre Knorr D,
Schluetler O. si Heinz VV.[5] . Acestia au definit pentru prima oara tipurile de conservare:

- Pressure — assisted freezing

20 . .

schimbarea de faza are loc la volum
15 constant
10 - Pressure - shift freezing

“ s N schimbarea de faza are loc din cauza unei
Apa in stare lichida
schimbari de presiune

- Pressure - induced freezing :
schimbarea de faza este initiatda prin

modificare de presiune si este continuata
-10

la volum constant.

5 in (Figura 2) de se poate observa

transpunerea teoriei lor pe diagrama de
20 - < :
faza a apei.

Gheata |
25 4 '

-30

T L

0 100 200 300 400

Presiune (MPa)

Figura 2— Teoria modelelor de schimbare de faza a apei
(acdf) schimbarea de faza are loc din cauza unei modificari de presiune; (abef) — schimbarea de
faza are loc la volum constant; (fdca) — schimbarea de faza (topire) demareaza prin modificare de
presiune si continud la volum constant. [5]

7.5.  Concluziiintermediare

Toate aceste studii, au culminat cu lucrarea “The termodinamic principles of isochoric
preservation”, publicat in anul 2005. [6] Aceasta lucrare a propus in literatura de specialitate
principiile termodinamice ale crioconservarii in regim izocor. Prin modelul matematic prezentat in
aceasta, putem calcula cantitatea de gheata care se formeaza intr-un sistem cu volum constant,
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si pentru apa si pentru diferite amestecuri de apa cu alte solutii. Datele teoretice sunt sustinute de

0 serie de determindri practice pentru demonstrarea veridicitatii metodelor prezentate.

in aceastd lucrare sunt definite si o serie de principii fundamentale ale procesului de

crioconservare:

Se desfdsoara intr-un sistem termodinamic in doua faze, in care apa si gheata coexista si
sunt in echilibru termodinamic

intr-un sistem termodinamic in doud faze, aflat in echilibru, temperatura Si presiunea sunt
interdependente

Intr-un sistem izocor volumul este constant

Intr-un sistem izocor in doud faze, aflat la o anumitd presiune si temperaturd, singura
variabild care se poate ajusta, pentru a fi sistemul in echilibru, este “calitatea” sistemului,
procentul relativ de gheata si apa din sistem

Temperatura sau presiunea si calitatea la fiecare temperaturd sau presiune specifica
complet procesul de crioconservare izocora.

Pe langa acestea, mai putem addauga unele concluzii recente:

7.6.

Putem avea o cantitate predictibila de lichid si gheata in sistemul izocoric, in functie de
lichidul (crioconservantul) pe care il folosim. Cu cat scddem temperatura, teoretic,
cantitatea de cristale va creste si este important de studiat la fiecare tip de
crioconservant, care este temperatura optima la care va trebui sa o racim astfel incat sa
avem presiune cat mai mica si cristale de gheata cat mai putine. [7]

Putem ajunge in situatia de a avea lichid supraracit, fara a avea cristale de gheatd in
compozitie. Unele solutii sunt foarte stabile din punct de vedere al perturbarilor
microscopice si nucleatia efectiv nu are loc n timpul racirii, in acest caz se pot dezvolta
protocoale de transport, fara a apdrea cristalizarea, foarte stabile si sigure.[8]

In cazul unor amestecuri de lichide (apd + crioconservati), putem ajunge la vitrificare, fara a
se forma cristale de gheatd in timpul transformarii. Putem, totodatd sa scadem foarte
mult presiunea la care are loc aceastd transformare, prin amestecarea optima a solutiilor

componente.[9]

Mecanismele de distrugere a tesuturilor

Vom mentiona mecanismele de distrugere a tesuturilor la conservare in conditii izobare. Gheata

nu poate contine substante conservante dizolvate si pe masura ce tesutul ingheatd, substantele

dizolvate sunt respinse si concentrate in jurul celulelor. Acest lucru are ca rezultat ceea ce este

cunoscut sub numele de deteriorare in timpul inghetului, si se compune din:

Deshidratarea celulelor [10]

Precipitarea solutiei [10]
Schimbdri ale PH-ului [10]
Distrugeri chimice[10]
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Limitdrile date de utilizarea crioconservantilor in conditii izobare sunt si ele de naturad negativa,
facand din conservarea izocora o metoda viabila:

Organele de dimensiuni mari, sunt dificil de conservat in izobar, deoarece transferul de cdldura de
la lichid la organ dureaza foarte mult timp

Crioconservantii pot fi, in sine, periculosi pentru organele ce se doreste a fi conservate.

Aceste aspecte pot fi evitate in cazul in care se utilizeaza conservarea in regim izocoric. [10]

8. CRIOCONSERVANTII

8.1. Introducere

Crioconservantii au revolutionat modul in care privim conservarea. Faptul ca putem conserva o
multitudine de organisme procariotice si eucariotice si le putem utiliza ulterior, dupa ce le-am racit
la o temperatura de -196 °C a fost un pas urias pentru multe ramuri ale stiintei. Putem enumera
aici: biologia, chimia sau medicina. Acest lucru nu ar fi insd posibil, fara prezenta unor
crioconservanti/crioprotectanti. Acestea sunt solutii apoase sau solubile in apd, care in amestec
cu apa sau alt solvent, pot influenta temperatura la care amestecul cristalizeaza.

8.2. Definitia

Cea mai buna definitie a crioprotectantilor a fost publicata in anul 1974, de catre Armand Karow :
.Orice aditiv ce poate fi adaugat celulelor inainte de a fi conservate prin inghetare, in acest fel
madrindu-se rata de supravietuire a acestora dupa dezghetare fata de situatia in care nu am
adduga nimic"[11][12], poate fi numit crioprotectant.”

Crioprotectantii sunt folositi pentru a proteja integritatea membranelor celulelor si interiorul
acestora. Totodata acestia reduc riscul de distrugere ale lipidelor din membrane, proteinelor si
acidului nucleic.[13]

8.3.  Modul de functionare

Modul cum functioneaza crioconservantii este foarte variat, acestea putand functiona ca solutii
intracelulare sau extracelulare. Toate au insa proprietatea de a fi foarte hidrofilice si pot forma
legaturi foarte stranse cu hidrogenul din apa. Aceasta le permite sa intarzie foarte mult formarea
ghetii, chiar daca sunt indeplinite conditiile de temperatura si presiunile necesare (pentru solventii
studiati (care pot fi simpli sau compusi)) in conditii atmosferice normale.

Amestecurile sunt formate din doud sau mai multe substante de baza si acestea se obtin in urma
unor fenomene fizice. Fazele se disperseaza intre ele insa legaturile chimice nu se rup.
Proprietdtile chimice ale componentelor raman neschimbate, insa proprietdtile fizice ale
amestecului, diferd, in general fata de proprietatile fizice ale componentelor individuale.[14]

8.4. Istoric

Primele concepte de crioconservare au apdrut la sfarsitul secolului al XIX-lea cand Hans Molisch a
studiat inghetarea plantelor cu un criomicroscop utilizand o tehnologie incipienta. Acesta a ajuns
la concluzia ca compozitia si concentratia de substante din citoplasma plantelor au un rol definitor
in rata de supravietuire a acestora dupa inghetare. [15]
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in discutiile avute de H. Molisch cu contemporanul sdu, Hermann Muller-Thurgau, au concluzionat
ca expunerea plantelor la temperaturi negative, duce la o acumulare de zaharuri in acestea, dar nu
au facut o legdtura intre acest aspect si faptul ca zahdrul ar putea functiona ca un inhibitor al
cristalizarii.[16]

Folosirea cu succes a crioprotectantilor a inceput din anul 1949 cand a fost ardtat pentru prima
oard beneficiul folosirii glicerolului ca si crioprotectant. in studiul realizat de G. Polge,
A.U. Smith si A.S. Parkes pe materie biologicd vie (celule rosii) a fost constatate proprietdtile
benefice ale acestuia folositd la conservare in izobar. Munca acestora a fost continuata si din
cercetarile lui J.E. Lovelock, in 1954 au fost publicate si rezultate pentru DMSO, alaturi de alte
solutii apoase cu masd moleculara mica cum ar fi metanolul sau acetamida.[17]

Un aspect interesant il reprezinta faptul ca din cele 127 de studii raportate cu cele 56 de solutii cu
potential crioconservant s-au evidentiat inca din faze incipiente ale studiilor : Glicerolul (15 studii);
Dimetilsulfoxidul — DMSO- (9 studii); Glucoza (7 studii); Zaharoza (8 studii); Metanolul (5 studii);

in anul 1986 a fost publicatd lucrarea “Mechanism of cryoprotectant action” de citre Ashwood-
Smith MJ. In aceasta lucrare, pe baza studiilor dintre anii 1969 si 1986, au ramas putin peste 20
de solutii crioconservante eficace. [18]

“Lista celor 56" al lui Karow a ramas, insd, inca viabila in alte ramuri ale stiintei, cum ar fi
acvacultura. In lucrarea publicatd in anul 1996 “Cryopreservation of finfish and shellfish sperms'’
de cdtre Nai Hsien-Chao, se regdsesc 52 de solutii crioprezervante, inca studiate in
acvacultura.[19] Din solutiile crioconservante prezentate in anul 1969, multe se regasesc inca in
studiu. (Tabelul 3)
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Tabel 1- Solutii crioprezervante 1996 — acvaculturd si alte domenii [19]

Acetamida Etilen glicol Mannose Serina

L. Alanina Formamida Metanol Bromura de sodiu

Albumina Glucoza Metil acetamida Clorura de sodiu
Acetat de amoniu Glicerol Metil formamida lodura de sodiu

Cloroform Glicerol monoacetat Metil uree Nitrat de sodiu
Colina Glicina Fenol Sulfat de sodiu
Dextrans Amidon hidroxietilic Polioli pluronici Sorbitol
Dietilen glicol Inositol Polietilen glicol Zaharoza
Dimetil acetamida Lactoza Polivinil pirolidona Trietilen glicol

Dimetil formamida Clorura de magneziu Pralina Acetat de trimetilamind
Dimetil sulfoxid (DMSO) Sulfat de magneziu Propilen glicol Uree
Eritritol Maltoza Piridina-N-oxid Valine
Etanol Manitol Ribose Xiloza

Dintre solutiile prezentate, au dovedit eficacitate mare (raportat la solutiile din tabel): Dextransul,
Etilen glicolul ( raportat la spermatozoizi de peste), amidonul de hidroxietil, metanolul, polietilen
glicolul, polivinil pirrolidona si sucroza. [19]
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Din aceastad lista putem sa extragem 8 solutii viabile.
in lucrarea “Cryoprotectants: A review of the actions and applications of cryoprotective solutes
that modulate cell recovery from ultra-low temperatures” de Gloria D., Shangping Wang, Barry J.
Fuller din anul 2017 au fost sintetizate studii din domeniu. Au fost raportate urmatoarele ca fiind
viabile[20]. (Tabelul &)

Tabel 2- Crioconservantii studiati si considerati viabili in anul 2017[20]

Alcoolurisi | Zaharuri si Zaharuri Polimeri Sulfoxide si Amine
derivate alcoolizate amide
Metanol - 2 Glucoza Polietilen glicol Dimetil sulfoxid | Proline -3
-2 (PEG) -3 -5
Etanol -1 Galactoza - 2 Polivinil pirolidona Acetamida- 2 Glutamine
(PVP) -2 -2
Glicerol - &4 Lactoza -1 Dextrans - 3 Formamida - 2 | Betaine-2
Propilen Sucroza-1,3 Ficoll - 3 Dimetil
glicol - 3 Acetamida - 1
Etilen glicol - Trehaloza - 3 Amidon hidroexitilic - 3
3
Rafinoza- 3 Proteine serice
(amestec complex) - 3
Manitol - 1,2 Proteine lactice (amestec
complex) — 1,2
Sorbitol -1 Peptona - 1

1 — Eficient pe celule procariotice

2 — Eficient pe scara redusa la celule eucariotice
3 - Putin eficient pe celule eucariotice. De multe ori amestecat.
4 — Foarte eficient pe un numar clar definit de celule
5 — Foarte eficient pe toate tipurile de celule

Autorii au stabilit ca DMSO este cel mai eficient crioprotectant disponibil in acel moment.

in anul 2021, in lucrarea “The need for novel cryoprotectants and cryopreservation protocols:
Insights into the importance of biophysical investigation and cell permeability” de catre Rekha
Rajua, Saffron J. Bryanta, Brendan L. Wilkinsonb, Gary Bryanta au concluzionat ca cel mai des
utilizate/eficeinte solutii crioprezervante in acest moment,multidisciplinar, sunt DMSO si

glicerolul. [21]
Totodata mai putem adauga dextransul, etilen glicolul (raportat la spermatozizi de peste),
amidonul de hidroxietil, metanolul, polietilen glicolul, polivinil pirrolidona si sucroza. [19]
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8.5. Prezentarea celor mai utilizate solutii crioprezervante

8.5.1. Dimetil sulfoxid (DMSO)

Sintetizat in anul 1866[22]. Este un sulf organic, avand formula chimica (CHs),S0. Este un solvent
polar aprotic, care poate dizolva compozitii polare si non-polare. Este miscibil cu apa si 0 gama
larga de solventi organici. [23] DMSO este utilizat in diverse aplicatii, cum ar fi in medicina
veterinard si umanad, in industria electronica si in sinteza organicd, este considerat unul dintre cele
mai des utilizate solutii crioconservante in zilele noastre.[21] DMSO are o proprietate foarte
interesantd, aceasta ingheatd la 18.5 °C, aceastd proprietate facandu-I extrem de facil de
utilizat.[23]

8.5.1.1. Comportamentul amestecurilor de solutii apoase si DMSO la racirea in izobar.

in anul 1966[24], a fost publicati prima diagrama pentru comportamentul amestecului in izobar.
Totodatd, pe baza detelor, autorii au realizat si un tabel cu temperaturile de inghet, in functie de
concentratia molara. (Tabelul 5)

In anul 1968, a fost publicatd prima diagrama de faza pentru acest amestec, in izobar.

20
Diagrama de faza
10 + Apa - DMSO
0
—~ L
20
o
< =30
=
g
= —30F 4a L+E
&
g -50¢t
= L+B
—60 | L+C
. L+D
=70t §
—-80 }
A+8 C+D O+ E
—90 | B+
=100

' 1 N L 3 n ) L
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Procent molar DMSO

Figura 3- Diagrama de fazd, in izobar pentru mixturile de DMSO si ap4, realizat pe baza
procentului molar.
L -Faza lichida, A — Ap&, B — DMSO 3Ap3, C- DMSO 2.5Ap3, D — DMSO % Apd, E- DMSO [25]

Dupa cum observam, acest amestec are un comportament anomalios chiar siin izobar. Cercetarea
acestui fenomen continua si in zilele noastre. [26][27]
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8.5.2. Glicerol

Denumit si glicerind(CsHgOs), aceasta formeaza legaturi cu hidrogenul din apa. Acest aspect face
dificila formarea de cristale de gheatd in mixtura cu apa la concentratii de 70% glicerol si 30%, pana
la temperaturi de -37.8 °C.[23] Are rol de osmolit, solvent, detergent, metabolit uman si
conservant.

8.5.2.1. Cristalizarea amestecurilor de glicerind-solutii apoase in izobar

Glicerina este lichida in concentratii mari si la temperaturile intalnite in general in depozitare.
Cristalizarea nedoritd, care afecteaza negativ aspectul unui produs nu are loc cu glicerina la
temperatura camerei. Dacd, de exemplu, glicerina este expusa intr-o atmosfera uscata, nu va
deveni ,pietroasa” precum zaharul, de exemplu.[28]

Datorita acestor proprietati, glicerina a fost primul tip de antigel pentru sistemele de racire a
radiatoarelor de autovehicule. Desi ulterior inlocuit cu etilen glicolul pentru aceasta aplicatie,

combinatii de alcool sau glicol si glicerina sunt incd folosite in acest scop.

8.5.3. Etilen glicol

A fost preparat prima oard in anul 1856 de cdtre Charles Adolphe Wurtz. Acesta slabeste
legaturile de hidrogen din apa atunci cand se amestecd cu aceasta. Solutia purd are o temperatura
de inghet de -12 °C, dar atunci cand o amestecam cu apa (40% etilen glicol, 60% apa), temperatura
de inghet coboara la -45 °C. Aceasta proprietate il face foarte potrivit pentru crioconservare, insa
este considerat destul de toxic. [23]

8.5.3.1. Comportamentul amestecurilor de etilen glicol si apa la rdcirea in izobar
Comportamentul acestora a fost studiat incepand cu anii 1950 [29], odata cu introducerea pe
scara largad a folosirii acestui crioconservant.

8.5.4. Glucoza

Glucoza este un agent protector pe bazi de zahr, natural. in naturd gisim exemple de protectie a
plantelor in timpul iernii prin producerea de glucoza. [30][31] A fost observat faptul cd mixtura
glucozei cu metanolul, duce la o crestere a ratei de supravietuire a celulelor, dupa conservare.[30]
Glucoza este folositd in criomicrobiologie in concentratii de 1-18% (media 4%). [32] O rata de
supravietiure mai mare a unor culture microbiale prin utilizare de mixturi apoase cu glucoza la
temperaturi de -20°C a fost observata de foarte mult timp.[33] . De-alungul timpului glucoza si-a
dovedit eficacitatea intr-o serie de cercetari, cum ar fi virusul bacteric T4 [34], E-aerogene [35],
drojdie[36] sau P.Berghei in sange .

8.5.4.1. Comportamentul amestecurilor de apa-glucoza in izobar.
Cu cat avem o concentratie mai mare de glucoza in mixtura studiatd cu atat va scadea
temperatura la care amestecul nostru va ingheta.
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8.5.5. Dietilen glicol

Produs din hidroliza partiala a a oxidului de etilen, dietilen glicolul este o compozitie organica
avand formula chimica (HOCH.CH.).0 . Solutia diluatd a acestuia, cu apa, poate fi utilizatad ca si
crioprotectant [23]. Dietilen glicolul este considerat periculos pentru consumul uman, si din acest
punct de vedere utilizarea lui este limitatad.[37]

8.5.5.1. Comportamentul amestecurilor de dietilen glicol si apa la racirea in izobar

in literatura de specialitate, informatiile referitoare la comportamentul mixturilor sunt limitate. Din
informatiile gdsite, dietilen glicolul este in umbra etilen glicolului, cu mentiunea cd “se comporta
similar”. [38][39][40]

Aspectele interesante care reies din literatura sunt, ca intr-adevdr dietilen-glicolul si etilen glicolul
au un comportament asemdnator atunci cand sunt folosite ca si crioprotectant in amestec cu apa.
Atunci cand amestecam etilen glicol sau dietilen-glicol cu apa intr-o concentatie de 60%-80% cu
apa, sifl racim la o temperatura mai micd de -50 °C, atunci ele ingheata.

8.5.6. Trehaloza

Pana in anii 2000 a fost un crioprotectant extrem de scump si greu de produs. Este un zahar care
se compune din doud molecule de glucozd avand formula chimicd CiH»,041. In mod natural se
acumuleazad in unele ciuperci, bacterii, animale nevertebrate sau plante care o utilizeaza ca si o
sursa de energie. [41] Poate fi folosit ca si crioprotectant pentru o gama larga de aplicatii cum ar fi
banci genetice [42], morcovi sau celule de tutun[43] sau sperma umana [44].

8.5.6.1. Comportamentul amestecurilor de trehaloza si apa la racirea in izobar

Studii recente aratd cd odata cu rdcirea mixturilor de apa si trehalozd, acestea nu cristalizeaza, ci
formeaza o sticla amorfd, care este responsabila pentru proprietatile de conservare a acestora.
[45]

Diagrama de faza a mixturilor de apa si trehalozg, in functie de concentratia molara o regdsim in
figura 23. Aceasta a fost publicata in anul 2000 prin contopirea rezultatelor publicate in 30 de
lucrari publicate anterior.

8.6. Clasificarea crioprotectantilor

Dupa permeabilitate, crioprotectantii pot fi impartiti in 2 grupe::

Nonpermeabile — protectanti cu molecule mari [46]-(nu patrund in interiorul celulelor, sunt
extracelulare): zaharulile (trehaloza si sucrozad); amidonul (hidroxietil); PVP -ul sau polietilen oxidul.
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Acestea sunt folosite, in principal, in cazul in care procesul de crioprezervare se desfasoara foarte
rapid. Aceste solutii transforma lichidul in sticla pe parcursul racirii. Fluxul de apa dintre interiorul
si exterior celulelor va fi intrerupt din aceasta cauza.[13]

Permeabile — protectanti cu molecule mici, in general polimeri [46]- (patrund in interiorul
celulelor, sunt intracelulare): DMSO (Dimethilsulfoxid), glicerol, etilen glicol, sau propilen glicol.
Acestea sunt folosite, in principal, in cazul in care procesul de crioconservare se desfasoara lent.
Datorita acestui aspect este suficient timp ca apa din celule sa se evacueze datorita presiunii
osmotice care conclude cu o scadere in volum a celulelor.[13]

Desi au fost realizate numeroase studii asupra crioprotectantilor, baza cercetarilor actuale nu a
suferit modificari semnificative din 1969 si pand in prezent. in unele cazuri, amestecarea unor
crioprotectanti a dus la imbundtatirea eficientei acestora fata de utilizarea lor separata [21] insa
nu s-a produs o descoperire majord in ultimii 60 de ani. Studiile efectuate au furnizat o multime de
rezultate in diferite domenii si pe diverse tipuri de celule, dar niciunul dintre acestea nu a dus la
dezvoltarea unei solutii de crioprotectie universal acceptate si utilizatd multidisciplinar. In
consecintd, necesitatea dezvoltarii de noi metode si solutii crioprotectante ramane cruciala pentru
cercetarea multidisciplinara si progresul in acest domeniu.

9. MODELAREA FIZICO-MATEMATICA A CONSERVARII IN IZOCOR
Modelul termodinamic, cu ajutorul cdruia se poate exprima fenomenul de rdacire in izocor pentru
amestecuri in stare lichida , este inca in faza incipienta. Dacd reducem discutia la explicitarea
bazelor fenomenului pentru apad, putem deduce o serie de concluzii din aceasta.
Au fost dezvoltate cateva teorii,care sustin, fiecare in parte rezultatele obtinute prin experimente.
Prima lucrare notabila in domeniu a fost publicata in anul 2005 de catre Boris Rubinsky et. al “The
thermodynamic principles of isochoric cryopreservation” [6] .

9.1.  Cazul solutiilor apoase pure

Temperatura de schimbare de faza in izocor a unui sistem simplu format dintr-o substanta pura
intr-un camp gravitational este o functie unica de presiune. Pentru orice presiune, existd o
temperatura corespondentd, la care schimbarea de faza are loc.

A fost definitd, o curba de regresie pentru a facilita relatia dintre presiune si temperatura in timpul
schimbarii de faza din lichid in intersectia cu Gheata | si lll. Acesta curba a fost validata, de altfel si
pe cale experimentald si este extrasa din diagrama de fazd a apei in izocor[47]

P =—0.1461T2 — 12.58T + 0.1013 # (1)

T - exprimatin °C
P — exprimat in MPa
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Prin urmare, procentul de gheata sau apa intr-un sistem izocor, poate fi calculat intr-un sistem
pentru fiecare temperatura si sistemul poate fi complet specificat.

Trebuie sa introducem, insa “Calitatea Z" — Aceasta reprezinta procentul masic al apei relatat la
greutatea totalda a amestecului de apd si gheatd la 0 anumita presiune si temperatura.

“Calitatea Z" se obtine din ecuatia conservadrii masei si a volumului in izocor.

mpy = mq + m, #(2)

m, — masa in conditiile initiale [kg]
m; — masa ghetii[kg]
m, — masa apei[kg]

VO = Vl + Vz# (3)

V, — volumul in conditiile initiale [m3]
V, — volumul ghetii[m3]
V, — volumul apei[m3]

Din acestea, “calitatea Z" se exprima ca,

mj m;
I=—=—"#(4)
m, my;+m,

Ulterior, din teoria conservarii masei in volum constant si din definitia volumului specific, vom
avea

V, V, + V. my * V. m, * V. my — m
U0=—0= 1 2_Mi*Vi  M2* Vo =( 0 2)*U1+Z*U2=(1—Z)*U1+Z*U2#(5)
m, m, mg*my; Mg *m, m,

v, — volumul specific In conditiile initiale [m3/kg]
v; — volumul specific al ghetii[m3 /kg]
v, — volumul specific al apei[m3 /kg]

Dacd, reorganizam termenii din ecuatie, va rezulta o expresie generald a calitatii, in timpul racirii in
izocor prin volume specifice ale ghetii si apei neinghetate:

Vg —V

L#(6)
Uy — Vg

7 =

in termeni generali, volumul specific al apei sau ghetii, poate fi determinata rezolvand polinomul
Taylor de prim rang, introducand valorile pentru presiune si temperatura echivalente.[48]
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8 8
dv = —dP = —# (7)
8p 8t

din acesta, conform principiului echilibrului chimic[49]

168

a4

B‘vsp#(S)
18

a=——=4#(9)
VST

Volumul specific pentru gheata in functie de temperatura si presiune calculeaza prin urmatoarele
ecuatii:

T

P
U; = Uqq €Xp [— Br, (P, T)dP’ + f aTl(PO,T’)dT’] # (10)
Po

To

B — coeficientul de compresibilitate
a — coeficientul de dilatare termica
indicele 0 reprezinta proprietatile apei la punctul de inghet la o presiune de 1 [atm]

Acestea se regdsesc in lucrarea “Freezing processes in high-pressure domains” publicata de P.D.
Sanz et. al. [50]

ar, (P, T) = Ay + A, T+ A3T? + A, T3# (11)

A, =15756x10"*
A, =5.556 %1077
A; = 2.655 %1078
A, =711x10710
Unitatea de masura pentru temperatura este [°C]
Valorile sunt preluate din lucrarea “Thermodynamic Properties
of Ice, Water and Their Mixture Under High Pressure,

Glaciers- Ocean- Atmosphere Interactions” de catre V. E. Chizhov et.al. [51]

BT,
Br,(P,T) = 1+m—1B%1P# (12)
B
B = 1,

B, = 1.827 % 1075
B, = 1.418 % 1073
m1 = 5
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Unitatea de masura pentru presiune este [bar]
Valorile sunt preluate din lucrarea “Thermodynamic Properties
of Ice, Water and Their Mixture Under High Pressure,

Glaciers- Ocean- Atmosphere Interactions” de citre V. E. Chizhov et.al. [51]

Volumul specific pentru apa in functie de temperatura si presiune calculeaza prin urmatoarele
ecuatii:

P Tk
Uy = Vqg €XP [—f Br,(P’, T)dP’ + f ar, (PO,T’)dT’] #(13)
Py

Tko

Coeficientii de compresibilitate si dilatare termicd sunt :

4
Br,(P,T) = ( biPi) * 107*# (14)
Rt (2

ar, = (A + ) * 10™*# (15)

C+T

Functiile de temperatura A, B, C si I" sunt exprimate prin:
A=a; +a,Tx + asTE# (16)
B=a, +asTx +agTZ + a, Tkl + agl' # (17)
C=ag+agTk +a;oTZ + a;, Te# (18)
I'=P+a;3P% +a,P3# (19)

unde,

a; = 4.7856 * 10!
a, = —8.12847 x 1072
az = 8.49849 x 107>
a, = 5.56047 x 10°
ag = —3.76355 = 103
ag = 5.56395
a; = 5.59682 x 1073
ag = —2.76522 = 10!
ag = —4.28067 * 103
a;0 = —3.39150 * 10!
a;; = 3.65873 x 1071
a;; = —5.89617 * 107
a;3 = 3.28892 * 1074



a;4 = 2.65933 % 1078
Aceste constante se regasesc in lucrarea"Thermodynamic
properties of water under pressure up to 5 kb(kilobar), and between
28 and 120 °C. Estimations in the supercooled region down

to — 40 °C" publicata de catre L. T. Minnasian et. al. [52]

Cunoscand volumul specific initial al apei si volumele specifice de apa si de gheatad la noile conditii
de echilibru termodinamic, putem obtine din Ec. (20) greutatea procentuald a apei raportata la
greutatea procentuald a amestecului in un sistem izocor, la fiecare temperatura si presiune.
Procentul de gheatd din amestecul de apa si gheata este dat de ecuatia:

%Gheatd = (1 — Z) * 100# (20)

9.2. Cazul solutiilor apoase amestecate
Din conceptele fundamentale ale termodinamicii, putem afirma ca temperatura de schimbare de
faza a unui amestec este o functie de presiune si compozitie a amestecului studiat. [6]

Tpn(P,c) = T® + AT(P) + AT(C)# (21)

T

ph — temperatura de schimbare de fazd, in izocoric, pentru amestec

T? — temperatura de inghet al apei la presiunea de 1 atm
AT (P) — scaderea de temperatura cauzata de cresterea presiunii P
AT(c) — scaderea de temperatura in functie de concentratia amestecului c

9.2.1. Presiunea

AT(P) = —4E — 10P3 — 3E — 7P? — 0.00809P + 0.00819547826# (22)

9.2.2. Concentratia

AT(C) = ATsolvent(csolvent) + ATsolvatt (Csolvat)# (23)

c =MW * M = v# (24)

Unde,

¢ — concentratia [mol/m~3]
MW - masa moleculara [g]
M — molaritatea [mol/I]
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v — volumul specific al solutiei [m3/kg]

Putem spune ca AT(c) poate fi o combinatie liniara care incorporeaza punctele de inghet a mai
multor solvati, sub forma:

AT(c) = AT (¢y) + AT(cy) + -+ AT (c,) # (25)

Datele pentru diferite tipuri de amestecuri, se gdsesc in lucrarea ,CRC Handbook of Tables

for Applied Engineering Science” publicatd de R.E. Bolz et.al. [53]

In acest caz trebuie s& avem in vedere c& avem cel putin doud solutii apoase amestecate, fiecare
cu compozitie si osmolalitate diferita. Plecand de la ecuatiile (21-25) amestecurile sunt separate
de o limita teoretica I', care este impermeabild la materie dar complet maleabila si poate
transmite cdldura si presiunea. lar amestecul are aceeasi presiune P si temperaturd T. [54] , o
prezentare grafica se regaseste in Figura 24.

a)Figura generald, presiune-temperatura, a celor 3 etape prin care trece amestecul

b)in prima etapd a ricirii, considerdm c& solvatul are o temperaturd de inghet mai mare ca
solventul, si de aceea incepe sa cristalizeze. Limita I' este una imaginara (b)

c)in a doua etapa a ricirii, solvatul ingheata complet (c)

d)in a treia etapa a ricirii, incepe sa inghete si solventul (d)

a) b) © d)
Faza 1 (b) Faza2 (c) Faza 3 (d) P, T P, T P, T
Cristalizare
|solvent . Limita
A
5
= Solvent ¥ \
‘B Zona =} s Solvent | Solvent |
2 § tranzitie (lichid)
Ao Gheata J Gheatd
Cristalizare | \ / \ /
solvat i
Solvat (lichid)
Solvat (lichid) Solvat (lichid) //;:(;:aga)/\/\'\
T T2
T=T1 T12T=T2 Te=T
Temperatura
Scade >>> Etapa 1 Etapa2 Etapa 3

Figura 4-Figura generald, presiune-temperaturd, a celor 3 etape prin care trece amestecul[54].

Pentru simplitate am intodus termenii de Cgoppent Si Csotvat

Dacd ne asumam Cd Cgoppqe are o temperatura de inghetare mai mare ca Cgoppens atunci
schimbarea de fazd in c4o14; V@ urma diagrama de faza pentru solutia in sine. (exceptand unele
conditii inca nespecificate in literaturad)

Totodatd, daca ne asumam €a €a Cgopene are o temperatura de inghetare mai mare ca € par
atunci schimbarea de faza in cgopen: Va urma diagrama de faza pentru solutia in sine. (exceptand
unele conditii inca nespecificate in literatura)

Principiul este un tratament, teoretic, separat al celor douda componente ale amestecului.
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Co
Csolvent = 7 #(26)

Dacd, inlocuim ecuatia (26) in ecuatia (23), si recalculam iterativ valorile pentru T,P si Z vom
ajunge la convergenta [54] , si ne vom putea explicita procesul de inghetare al amestecului in
izocor.

10. MODELAREA ASISTATATA PE CALCULATOR AL RACIRII APEI IN IZOCOR. (TESTAREA
REACTORULUI CU PRIVIRE LA REZISTENTA ACESTUIA LA PRESIUNILE MAXIMALE
DIN LITERATURA)
Prin modelele de calcul prezente in literatura pana in acest moment, putem obtine rezultate
cvasistatice. Lipsa continuitatii in modelele termotehnice fragmenteaza realizarea unor modelari
asistate complete a procesului de inghetare in izocor.

10.1. Setari generale in programul de simulare.
in prima etapd vom simula comportamentul reactorului izocoric, in timpul presiunii maxime
inregistrate in timpul experimentelor, respectiv pentru amestecul glucoza 1M si solutie salina 0.9%
- unde presiunea maxima inregistratd a fost de 212.8 MPa la o temperatura exterioara de -22°C.
Avand in vedere ca temperatura exterioara si presiunea raman constante si faptul ca sistemul
ajunge in echilibru termodinamic, se considerd, cd si temperatura din interiorul reactorului este de
-22°C.
Simularea a fost realizata in regim stationar, folosind un model 2D Axisymmetric.

Pentru aceasta a fost folosit modulul de Thermal Stress.

10.1.1. Setarea modelului in programul de simulare
Dupa deschiderea programului vom selecta 2D Axisymmetric.

10.1.2. Setarea geometriei

A fost definit un model simplificat al reactorului, pentru a scurta timpul de convergenta al
rezultatelor obtinute.

Dupa cum se poate vedea in Figura 29, acesta respecta dimensiunile reactoarelor originale MS-
02.
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Figura 5— A) model reactor MS-1. B) sectiune reactor MS-1 C) varianta simplificata reactor MS 1 D
) model introdus in programul de simulare

10.2. Adaugarea marimilor fizice.
Vom adduga marimile fizice definite la parametrii.
Se va adduga: Presiune interioard (Pi), Un punct fix[-], Temperatura interioara[°C] si Temperatura
exterioard[°C] conform Figurii 32.

.80
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4~ Study 1
Step 1: Stationary Discretization =8
& Results [Jan 21, 2023, 3:49 PM] Finalized aeometry has 3 domains, 16 boundaries, and 14 vertices.

Dependent Variables

Figura 6— Adaugarea marimilor fizice

10.2.1. Discretizarea modelului

Discretizarea sau mesarea este necesara pentru a inlocui continuumul cu un set finit de puncte.
Pentru suprafete se foloseste metoda elementelor finite, iar pentru volume, metoda volumelor
finite.
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10.3. Rezultate.

10.3.1.1. Tensiunea Von Misses in 2D.

Aceasta tensiune este o tensiune teoretica cu ajutorul caruia putem afla punctul de rupere al
materialului. Criteriul de verificare a acestei tensiuni presupune ca daca tensiunea Von Misses a
unui material sub sarcing, este mai mare sau egala cu a materialului respectiv la limita de curgere
a tensiunii uniaxiale, acesta va ceda.

01+ 0f + 0, — 0% + 03 — 0}
Oym = >

Unde

o0, -este componenta normala a tensiunii x

o0,-este componenta normala a tensiuniiy

o5-este efortul de forfecare

Din literatura de specialitate, limita de rezistenta pentru aliaj de otel este de 690 MPa. [55]

Din rezultatele obtinute de noi, valoarea maxima este de 487 MPa, ceea ce indica o utilizare sigura
a reactorului in timpul experimentelor. in figura 34 si figura 35 avem o captura din programul de
simulare in 2D respectiv 3D cu rezultatele:

Surface: von Mises stress (N/m?)

mm T T T T T
140 - N/m?
| A 4.87x10°

130 “1g°
120+ -
110+ - 45
100 |- ﬂ -

90} ! - 4
80 -
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60 |- - 3
50 -

40+ - 12.5
30f -

2
20 -
\

10 _‘ 1 415

ot - -
-0+ J 1
20F T Flos
30 i
-40 - L
50 : . L L L ¥ 1.53x10°

-100 -50 0 50 100 mm
Figura 7— Rezultate grafice — in sectiune — tensiunea Von Mises
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In urma simuldrilor, s-a inregistrat o tensiune von Mises maxima de 487 MPa in timpul procesului
de racire a reactorului. Aceasta valoare reprezinta cea mai mare tensiune echivalenta in materialul
reactorului in timpul experimentelor.

10.3.1.2. Presiunea
Din presiunile adaugate in program, nu a apadrut nici o deformare, asa cum era de asteptat, si asa
cum se poate vedea in Figura extrasa din program.

mm

Boundary Loads (solid)

MPa
A 213

212.8

V¥ 213

/TX‘Y

Figura 8- Deformarea cauzatd de presiune in reactor

10.3.1.3. Temperatura
Simularea a fost realizatda la temperatura de echilibru, respectiv -25°C . Putem extrage din
program izotermele din interiorul reactorului conform Figurii.
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Contour: Temperature (degC)
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Figura 9— Izotermele din interiorul reactorului

10.4. Simularea comportamentului apei in timpul racirii izocor prin calculul presiunii
Pentru a reduce timpii de convergentd, am setat un model 2D, conform figurii de mai jos
Conditii a limit3 Conditii |a limita

A B

Axe de simetrie

Figura 10— Modelul setat in programul de simulare
Presiunea in volum constant, poate fi calculata folosind mecanica mediilor continue sau corelatiile

schimbarii de faza. Literatura a ardtat cd utilizand ambele metode, putem obtine rezultate
corecte.[56]
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10.4.1. Setari generale.

Model Builder
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Messaaes Proaress Loa Table 3 >4

Figura 11— Setari program simulare, in regim tranzitoriu

Vom adduga si cdldura latentd, sub forma unei functii analitice:

L(Ty) = 1.617 1074 # T4 — 1.711 % 10~ % T3, + 67.94 % T2 — 1.198 % 10* * T,, + 7.926 * 105
(k] /kg]

Unde T, reprezintd temperatura de schimbare de faza pentru apa [K] [57] [51]

VVom adduga o proba de domeniu.

P =8.78 x 102 * IPm* + 2.75 * 102 x IPm3 + 3.24 * 102 * IPm? + 1.97 * 10% * IPm + 0.31 [Pa]
unde, IPm este indicatorul de schimbare de faza de la 1 (apa) la 0(gheatd)

10.4.2. Discretizarea modelului.
In acest caz vom discretiza modelul nostru cu 2 tipuri de marimi.
1. Inzonain care avem reactorul (Otel inox 316) vom utiliza discretizare libera
2. in zona in care avem apa si unde schimbarea de faza va avea loc, pentru rezultatele
necesare vom utiliza discretizare cu mdrimea elementului de maxim 0.6 [mm]
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10.5. Rezultatele

10.5.1. Temperatura °C

Capturile din program din figurile de mai jos (ABCDEFG) reprezintd valorile temperaturilor
rezultate din simulare la min (0,5,10,15,20,25,30)
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Figura 12— Rezultatele obtinute cu ajutorul programului de simulare in minutele
[A=0,B=5,C=10,D=15,E=20,F=25,G=30] — temperatura °C.
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10.5.2. Schimbarea de faza.
Capturile din program, (ABCDEFG) reprezinta modelul schimbadrii de faza rezultat in urma rularii
programului de simulare la min (A=0,B=5,C=10,D=15,E=20,F=25,G=30)
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Figura 13 - Rezultatele obtinute cu ajutorul programului de simulare in minutele [A=0,B=5]
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Figura 14 - Rezultatele obtinute cu ajutorul programului de simulare in minutul [C=10]
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Time=15 min Surface: Phase transition between phase 1 and phase 2 (1) Time=15 min Surface: Phase transition between phase 1 and phase 2 (1)
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Figura 15 - Rezultatele obtinute cu ajutorul programului de simulare in minutul [D=15]
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Figura 16 - Rezultatele obtinute cu ajutorul programului de simulare in minutul [E=20]
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Time=25 min Surface: Phase transition between phase 1 and phase 2 (1)
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Figura 17 - Rezultatele obtinute cu ajutorul programului de simulare in minutul [F=25]
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Figura 18 - Rezultatele obtinute cu ajutorul programului de simulare in minutul [G=30]
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11. MATERIALE S| METODE

Pentru a obtine rezultatele din aceasta lucrare, a fost utilizat un model experimental unitar pentru
fiecare determinare.

11.1. Componentele sistemului

Microreactorul utilizat este unul de tipul MS-1 produs de catre compania High-Pressure
Equipment Company (Erie, PA, SUA). Acesta este fabricat din otel inoxidabil 316 si este proiectat
in asa fel incat poate rezista la presiunea generatd de cdtre amestecurile studiate in timpul
experimentelor fara a avea dilatari. [58]

Traductorul de presiune este conectat la reactorul izocoric cu ajutorul unui cablu USB. Acesta este
fabricat de compania ESI Technology Ltd si este modelul GD4200- USB, 0-5000 bar (0-72,519
psi).

Cablul USB — USB CAB 2 -este fabricat de catre ESI Technology Ltd, are o lungime de 2 m si este
utilizat pentru conectarea senzorului de presiune la laptop.

11.1.1. Programul de analiza si stocare date
Pentru analiza in timp real, stocare si vizionare a rezultatelor a fost utilizat softul “ESI — USB
Dynamic Interface”

11.1.2. Laptopul

Laptopul utilizat pentru rularea programului de achizitie al datelor este unul HP ProBook 6570b.
Acesta este dotat cu procesoare Intel 15 cu viteza de procesare de pand la 3.2 GHz, memorie
interna RAM DDR3 8 Gb si are un spatiu de stocare de 250 GB.

Performantele laptopului permit rularea programului de achizitie al datelor, fara a influenta
acuratetea datelor culese.

11.1.3. Baia de racire
Baia de racire utilizata pentru realizarea experimentelor este Lauda RE 1225 S produsa de LAUDA
DR. R. WOBSER GMBH and CO. KG, Lauda-Konigshofen,

34



0 poza cu sistemul complet asamblat, utilizat Ia realizarea experimentelor.

Figura 19- Echipamentele utilizate pentru realizarea experimentelor

11.2. Materiale utilizate

Solutie salind cu 9 grame clorura de sodiu (3.54g Na+ = 154.0 mmol/l si 5.46 g Ca- = 154.0
mmol/I) solutie perfuzabila ambalata in pungi de 1000 ml, avand o osmolalitate de 308 mOsm/I,
produsa de STADA HEMOFARM SRL, Timisoara, Romania

Apa distilata la abur fabricat de cdtre European Drinks (Strada Libertatii 14-16, Oradea, Bihor)
Glicerol pentru biologie moleculard (=99% - G5516-100 ml fabricat de SIGMA-ALDRICH Co0.3050
Spruce Street, St. Louis, MO, SUA)

Glucoza D-(+)-Solutie Glucoza 100 g/L in H20, filtratd steril, BioXtra, pretabil pentru culturi
celulare (G8644-100 mL — SIGMAALDRICH Co.).

Etilen - glicol anhidru, 99.8%, fabricat de SIGMA-ALDRICH Co., SUA.

Dietilen - glicol BioUltra, 299.0%, fabricat de SIGMA-ALDRICH Co., SUA

Dimetil - sulfoxid (DMSO) fabricat de EMPLURA® - EMD Millipore Co., SUA

Trehaloza - in forma de pulbere fabricat de (SOSA Ingredients S.L., Spania.).

11.3. Protocolul experimental

Pentru definirea profilelor termodinamice au fost alese amestecuri de solutie salind ca si solvent
si solutiile crioconservante ca si solvati. Concentratia solutiilor, in toate cazurile, pentru a se obtine
rezultate comparabile a fost de 1M, 2M, 3M, 4M si 5M. [59][60].

In timpul experimentelor a fost masurata in paralel, presiunea in fiecare reactor si temperatura de
pe peretii exteriori ai reactorului, aceste valori fiind inregistrate. Temperatura antigelului din
interiorul bdii de rdcire a fost masurata cu ajutorul senzorilor incorporati din utilaj, si aceasta a fost
de asemenea inregistrata.
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Fiecare mdsurdtoarea a fost repetata intre 3 si 5 ori.

12. Rezultatele experimentelor.

12.1. Comportamentul amestecurilor de glicerina-ser fiziologic 0.9% in izocor

Urmadtoarele solutii au fost utilizate in acest studiu: solutie salina fiziologica 0.9% si glicerol

1M, 2M,3 M, 4M,5 M. Fiecare protocol experimental a fost repetat intre trei si cinci ori.[59]

S-a masurat presiunea din sistemul izocoric de-a lungul tuturor experimentelor si inregistrata

simultan cu temperatura masurata pe peretele reactoarelor.

in tabelul de mai jos regdsim, toate presiunile masurate la temperaturile de echilibru pentru

fiecare concentratie de solutie salina si glicerol studiata in parte.

Totodatd, in tabel, hasurat cu culoare verde, gasim intervalul recomandabil, in care utilizand acest

amestec pentru conservarea diferitelor materii biologice, putem obtine rezultate viabile, avand in

vedere experimentele validate pand la momentul redactarii prezentei lucrari.

in chenarul marcat cu verde din partea dreapti a tabelului, sunt prezentate temperaturile, pani la

care, a fost observat fenomenul de suprardcire, pentru fiecare concentratie in parte.

Presiunea maxima pana la care au fost obtinute rezultate promitatoare pana in acest moment
este cea de [40] MPa. [7]

Tabel 3- Coreldri temperatura-presiune la echilibru, in izocor pentru diferite concentratii de solutie

salind si glicerind .[59]

Solutie Presiune la Presiune la - | Presiune la | Presiune la | Presiune la | Suprardcire
5°C[MPa] 10°C[MPa] | -15°C[MPa] | -20°C[MPa] | -25°C [MPa] (°0)

Solutie salind

0.9%, 0.308M

rdcire 48.8+0.05 98.1+0.09 141.3x0.07 | 179.7+0.09 214.4x0.14 n.a.

incdlzire 49.1+0.06 98.3+0.06 141.4=0.09 179.9+0.12 214.1£0.22

Glicerol

1M rdcire = 59.2+0.00 97.9+2.35 132.0£2.86 | 161.9x3.37 | -11.44=1.41

1M incalzire 14.4+1.70 59.3+2.00 98.0+2.35 132.1£2.76 | 161.9+£3.37

2M rdcire = 33.7+0.00 70.1£3.72 101.5+4.31 129.0+4.81 -12.55+2.28

2Mincdlzire = 34.2+3.01 70.3+3.67 101.7x4.31 129.0+4.81

3M rdcire = = 33.4x4.51 61.2+4.25 85.8+4.81 -14.65+0.97

3Mincdlzire = 2.2£2.49 33.3%£3.61 61.7+4.64 85.8+4.81

4M rdcire = = = 21.5+0.66 43.1+0.61 -18.63x0.72

4Mincdlzire = = = 21.8+0.75 43.1+0.61

5M racire = = = = 2.7+0.06 -24.74+0.46

5 M incalzire = - - = 2.7+0.06
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12.2. Comportamentul amestecurilor de solutie salind 0.9% cu glucoza in izocor.

Urmatoarele solutii au fost utilizate in acest studiu: solutie salina 0.9% si glucoza 1M, 2 M, 3 M, 4
M, 5 M. Fiecare protocol experimental a fost repetat intre trei si cinci ori.[59]

in tabelul de mai jos regdsim, toate presiunile masurate la temperaturile de echilibru pentru

fiecare concentratie de solutie salind si glucoza studiate in parte.

Totodata, in tabel, marcat cu culoare verde, gasim intervalul recomandabil, in care utilizand acest

amestec pentru conservarea diferitelor materii biologice, putem obtine rezultate viabile, avand in

vedere experimentele validate pand la momentul redactarii prezentei lucrari.

Presiunea maxima pana la care au fost obtinute rezultate promitdtoare pana in acest moment
este cea de [40] MPa. [7]
Tabel 4- Coreldri temperatura-presiune la echilibru in izocor pentru diferite concentratii de solutie

salind si glucoza .[59]

Solutie Presiune | Presiune | Presiunela | Presiunela | Presiunela Suprardcire
la-5°C la-10°C -15°C - -25°C[MPa] (°0)
[MPa] [MPal] [MPal] 20°C[MPa]
Solutie salina
0.9% 0.308M
racire 48.8+0.05 | 98.1£0.09 | 141.3x0.07 | 179.7x0.09 | 214.4£0.14 n.a.
incalzire 49.1+£0.06 | 98.3+0.06 | 141.4=0.09 | 179.9+0.12 | 214.1x0.22
Glucoza
1M rdcire 46.9+£0.00 | 96.1+0.15 | 138.7+0.10 | 176.7+0.00 | 210.9+0.15 -7.26x2.46
TMincdlzire | 47.5+0.10 | 96.5+0.10 | 139.3x0.15 | 177.2+0.10 | 210.9+0.15
2M rdcire 45.3+0.00 | 93.9+0.44 | 136.3+0.63 | 173.5+1.16 | 205.3£3.05 -7.96x2.81
2Mincalzire | 45.0£1.05 | 93.5+1.50 | 135.8+1.93 | 173.5+2.32 | 205.3+3.05
3M racire - 91.4+x1.13 | 133.4%£1.37 | 170.7£1.69 | 202.9+2.44 -9.48+0.85
3Mincalzire | 43.6£0.64 | 91.7+0.96 | 133.8+1.25 | 171.1x1.63 | 202.9+2.44
4M racire - 90.0+0.40 | 131.3+x1.11 | 168.4x1.36 | 201.5+1.49 -9.58+0.34
4Mincdlzire | 41.6+0.61 | 89.8+£0.75 | 131.8+1.01 | 168.8+£1.16 | 201.5x1.49
5M rdcire = 86.9+£0.75 | 128.3£1.12 | 164.8+1.55 | 196.9+2.97 -9.73+0.71
5 Mincdlzire | 40.0+0.34 | 87.4+0.70 | 128.9+0.97 | 165.6+1.28 | 196.9+2.97

12.3. Comportamentul amestecurilor de DMSO si solutie salina 0.9 % in izocor

Pentru acest studiu au fost utilizate urmatoarele amestecuri: solutie salind 0.9% si DMSO 1 M, 2

M, 3 M, 4 M. Fiecare protocol experimental a fost repetat intre trei si cinci ori. La o concentratie de

5M DMSOQ in ser fiziologic, amestecul nu a mai nucleat.
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in tabelul de maijos regasim toate presiunile masurate la temperaturile de echilibru pentru fiecare
concentratie de solutie salind si DMSO studiate in parte.

Totodata, in tabel, marcat cu culoare verde, gasim intervalul recomandabil, in care utilizand acest
amestec pentru conservarea diferitelor materii biologice, putem obtine rezultate viabile, avand in
vedere experimentele validate pana la momentul redactarii prezentei lucrari.

Presiunea maxima pana la care au fost obtinute rezultate promitdtoare pana in acest moment
este cea de [40] MPa. [7]

Tabel 5- Corelari temperatura-presiune la echilibru in izocor pentru diferite concentratii de DMSO

si solutie salind 0.9%

Solutie Presiune | Presiune la | Presiune la | Presiune la | Presiune la | Suprardcire
la-5°C -10°C -15°C[MPa] | -20°C[MPa] | -25°C[MPa] | (°C)
[MPa] [MPa]
Solutie salina
0.9% 0.308M
racire 48.8+0.05 | 98.1+0.09 141.3+£0.07 179.7£0.09 | 214.4x0.14 n.a.
incalzire 49.1x0.06 | 98.3x0.06 | 141.4x0.09 | 179.9+0.12 | 214.1+0.22 B
DMSO
1M racire = - 104.2+£1.69 139.3£1.88 | 169.2+£3.22 -12.82+£1.73
1M incalzire 19.2+£0.96 | 64.9+1.34 104.5£1.62 139.7+1.85 | 169.2+3.22 -
2M rdcire = = 63.0+£2.35 93.9+2.59 120.5£3.02 -13.59£2.70
2Mincdlzire = 28.9x1.75 63.9+2.22 94.3x2.59 120.5+3.02 -
3M racire = = 22.6+3.68 68.5+3.72 68.5+3.72 -16.53+£2.85
3Mincadlzire = 23.1x2.54 68.5+3.13 68.5+3.72 -
4M rdcire - = = = 13.9+0.38 -23.85+1.18
4Mincdlzire = = = = 13.9+0.38 -
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12.4. Comportamentul amestecurilor de etilen glicol si solutie salind 0.9 % in izocor

in timpul acestui studiu au fost utilizate urm&toarele amestecuri: solutie salini fiziologicd 0.9% si
etilen glicol 1 M, 2 M, 3 M, 4 M, 5 M. Fiecare protocol experimental a fost repetat intre trei si cinci
ori. Amestecul a nucleat la toate concentratiile studiate.[60]

Pentru a vizualiza datele usor si complet, au fost introduse in tabelul de mai jos.

in tabel regasim, toate presiunile madsurate la temperaturile de echilibru pentru fiecare
concentratie de solutie salind si EG studiate in parte.

Totodata, in tabel, marcat cu culoare verde, gasim intervalul recomandabil, in care utilizand acest
amestec pentru conservarea diferitelor materii biologice, putem obtine rezultate viabile, avand in
vedere experimentele validate pand la momentul redactarii prezentei lucrari.

Presiunea maximd pana la care au fost obtinute rezultate promitatoare pand in acest moment
este cea de [40] MPa. [7]

Tabel 6- Corelari temperatura-presiune la echilibru in izocor pentru diferite amestecuri de etilen
glicol si solutie salina 0.9%

Solutie Presiune | Presiunela | Presiunela Presiunela | Presiunela Suprardcire

la-5°C -10°C -15°C [MPa] -20°C -25°C[MPa] (°Q)
[MPa] [MPa] [MPa]

Solutie salina

0.9% 0.308M

rdcire 48.8+0.05 | 98.1+£0.09 141.3+£0.07 179.7£0.09 | 214.4x0.14 n.a.

incdlzire 49.1+0.06 | 98.3x0.06 141.4x0.09 | 179.9+0.12 | 214.1+0.22

ETILEN-GLICOL

1M racire 104.5+0.89 | 139.6+1.23 | 168.7+2.55 -10.36+3.06

1M incdlzire 19.2+£0.28 | 65.0+0.53 104.8+0.79 | 139.7+1.30 | 168.7+2.55

2M rdcire = = 75.1+1.60 107.7£2.15 | 136.0£2.92 -13.05%2.21

2Mincdlzire = 38.6+1.33 75.5+1.79 107.8+2.40 | 136.0+2.92

3M rdcire = = - 72.6+1.13 97.8+1.62 -18.00+0.34

3Mincdlzire = 9.6+0.64 43.2+0.90 73.1+1.07 97.8+1.62

4M rdcire = - - 37.2+0.00 59.1x0.18 -21.65x3.03

4Mincdlzire = = 11.6x0.22 37.2+0.24 59.1+0.18

5M racire = = = = 14.2+0.08 -22.14x1.59

5Mincdlzire - - - - 14.2+0.08
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12.5. Comportamentul amestecurilor de dietilenglicol si solutie salina 0.9 % in izocor
in aceastd etapd a studiului, au fost utilizate urmatoarele amestecuri: solutie salind 0.9% si
dietilenglicol 1 M, 2 M, 3 M, 4 M. Fiecare protocol experimental a fost repetat intre trei si cinci ori.
La o concentratie de 5M dietilenglicol in ser fiziologic, amestecul nu a mai nucleat.
in tabel regasim, toate presiunile masurate la temperaturile de echilibru pentru fiecare
concentratie de solutie salind si DEG studiatd in parte.
Totodata, in tabel, marcat cu culoare verde, gasim intervalul recomandabil, in care utilizand acest
amestec pentru conservarea diferitelor materii biologice, putem obtine rezultate viabile, avand in
vedere experimentele validate pand la momentul redactarii prezentei lucrari.

Presiunea maxima pana la care au fost obtinute rezultate promitdtoare pana in acest moment
este cea de [40] MPa. [7]

Tabel 7- Coreldri temperatura-presiune la echilibru in izocor pentru diferite amestecuri de dietilen
glicol si solutie salina 0.9% [60]

Solutie Presiune | Presiunela | Presiunela Presiunela | Presiunela Suprardcire
la-5°C -10°C -15°C[MPa] | -20°C[MPa] | -25°C [MPa] (°Q)
[MPa] [MPa]

Solutie salina

0.9% 0.308M

racire 48.8+0.05 | 98.1x0.09 141.3+0.07 179.7+0.09 | 214.4x0.14 n.a.

incdlzire 49.1+0.06 | 98.3x0.06 141.4x0.09 179.9£0.12 | 214.1x0.22

DIETILEN-

GLICOL

1M rdcire = - 102.7+1.30 | 137.2£1.65 | 167.6x2.00 | -13.36x0.47

1M incdlzire 18.4+0.70 | 63.6+0.90 102.9£1.20 137.4x1.55 | 167.6x2.00

2M rdcire = = 53.7+£2.62 82.7+£1.60 107.7£1.84 -16.10£1.28

2Mincdlzire = 21.2+1.11 54.4x1.37 83.2+1.60 107.7£1.84

3M racire = = = 28.2+0.00 47.9+0.21 -19.29+2.93

3Mincalzire = = 5.9+0.25 28.6+0.26 47.9+0.21

4M rdacire = = = = 3.4x0.22 -23.45+0.21

4Mincalzire = = = = 3.4x0.22

12.6. Comportamentul amestecurilor de trehaloza si solutie salind 0.9 % in izocor

Amestecurile folosite pentru realizarea acestor experimente au fost: solutie salina 0.9% si
trehaloza 10%, 20%, 30%, 40% si 50%. Fata de experimentele anterioare (unde solvatii au fost sub
forma lichidd), trehaloza utilizatd a fost sub forma de pulbere, si utilizarea acestuia sub forma de
procent masic, a fost mult mai usor interpretabila.[60].
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Pentru a vizualiza datele usor si complet, au fost introduse in Tabelul de mai jos.

in tabel regasim, toate presiunile madsurate la temperaturile de echilibru pentru fiecare
concentratie de solutie salina 0.9% si trehaloza studiatd in parte.

Totodata, in tabel, marcat cu culoare verde, gasim intervalul recomandabil, in care utilizand acest
amestec pentru conservarea diferitelor materii biologice, putem obtine rezultate viabile, avand in
vedere experimentele validate pand la momentul redactarii prezentei lucrari.

Presiunea maxima pana la care au fost obtinute rezultate promitdtoare pana in acest moment
este cea de [40] MPa. [7]

Tabel 8- Corelari temperatura-presiune la echilibru in izocor pentru diferite mixturi de trehaloza si

solutie salind 0.9% [60]

Solutie Presiune | Presiune la | Presiune la | Presiune Ila | Presiune la | Suprardcire
la-5°C -10°C -15°C[MPa] | -20°C -25°C (°C)
[MPa] [MPa] [MPa] [MPa]
Solutie  salind
0.9% 0.308M
rdcire 48.8+0.05 | 98.1+0.09 | 141.3x0.07 179.7£0.09 | 214.4x0.14 | na.
incdlzire 49.1+0.06 | 98.3x0.06 | 141.4=0.09 179.9£0.12 | 214.1x£0.22
Trehaloza +
solutie  salind
0.9%
10% racire 85.4+0.00 | 127.2+1.41 | 164.0+1.74 | 196.4+2.54 | -10.72+0.85
10% incalzire 38.6+£0.57 | 86.2+0.91 | 127.9+1.27 | 164.4+1.65 | 196.4+2.54
20% rdcire 72.8+0.00 | 113.1+0.64 | 147.8+0.81 | 178.5+0.78 | -11.24+1.76
20% incalzire 27.9+0.17 | 73.5+0.38 | 113.6+0.44 | 148.2+0.67 | 178.5+0.78
30% rdcire 96.3+0.00 128.4+1.51 | 156.9+1.25 | -15.60+0.56
30% incdlzire 14.4+0.84 | 58.4+1.01 | 95.9+1.27 128.6+1.40 | 156.9+1.25
40% rdcire 40.2+0.00 | 74.3+0.38 103.1+1.33 | 129.4+1.49 | -14.20+1.76
40% incdlzire 0.5+0.14 | 39.4+1.38 | 73.8+1.32 103.6+1.33 | 129.4+1.49
50% rdcire 165.840.71 | -11.36+1.12
50% incadlzire 15.9+0.76 | 65.3+0.84 | 105.8+0.65 | 138.5+0.58 | 165.8+0.71

12.7. Comportamentul amestecurilor de trehaloza si apa distilata % in izocor

Amestecurile utilizate pentru acest experiment au fost: apa distilata si trehaloza 10%, 20%, 30%,
40% si 50%. Fatd de experimentele anterioare (unde solvatii au fost sub forma lichidd), trehaloza
utilizata a fost sub forma de pulbere, si utilizarea acestuia sub forma de procent masic, a fost mult
mai usor
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Pentru a vizualiza datele usor si complet, au fost introduse in Tabelul de mai jos.

in tabel regasim, toate presiunile masurate la temperaturile de echilibru pentru fiecare
concentratie de apd distilatd si trehaloza studiata in parte.

Totodata, in tabel, marcat cu culoare verde, gasim intervalul recomandabil, in care utilizand acest
amestec pentru conservarea diferitelor materii biologice, putem obtine rezultate viabile, avand in
vedere experimentele validate pand la momentul redactarii prezentei lucrari.

Presiunea maxima pana la care au fost obtinute rezultate promitatoare pana in acest moment
este cea de [40] MPa. [7]

Tabel 9- Coreldri temperatura-presiune la echilibru in izocor pentru diferite mixturi de trehaloza si
apa distilata [60]

Solutie Presiune | Presiune la | Presiune la | Presiune la | Presiune la | Suprardcire
la-5°C -10°C -15°C[MPa] | -20°C -25°C (°0)
[MPa] [MPa] [MPa] [MPa]
Solutie  salind
0.9% 0.308M
rdcire 48.8+0.05 | 98.1+0.09 | 141.3x0.07 | 179.7+0.09 | 214.4+0.14 | na.
incdlzire 49.1+0.06 | 98.3x0.06 | 141.4x0.09 179.9+0.12 | 214.1+0.22
Trehaloza + apa
distilata
10% rdcire 96.3+0.42 | 138.0+0.72 | 174.8+0.84 | 206.6+1.75 | -10.20+1.23
10% incalzire 47.9+0.15 | 96.2+0.29 | 138.3#0.43 | 175.3+0.69 | 206.6+1.75
20% rdcire 81.9+0.57 | 122.8+1.27 | 157.9¢1.70 | 187.6+3.34 | -10.71+1.52
20% incdlzire 36.5%0.53 | 83.0+0.90 | 123.5+1.00 | 158.6+1.39 | 187.6%3.34
30% racire 66.4+0.44 | 104.2+0.62 | 136.84#0.60 | 163.2+0.84 | -9.96+0.10
30% incdlzire 22.8+0.29 ] 66.8#0.43 | 104.5¢0.42 | 137.1+0.44 | 163.2+0.84
40% rdcire 90.9+0.48 121.940.55 | 147.1+£1.34 | -11.63+0.21
40% incalzire 13.0+£0.22 | 55.1+0.29 | 91.3+0.35 122.2+0.49 | 147.1+£1.34
50% rdcire 173.0£2.72 | -13.48+1.00
50% incdlzire 25.2+0.16 | 76.0+0.21 | 115.942.92 | 147.1+3.26 | 173.0+2.72

13. Concluzii generale

Cercetdrile anterioare, gdsite in literaturd, au aratat ca materia biologica a supravietuit conservarii
pand la temperaturi de aproximativ -4 °C si presiuni de 40 MPa [61][62][63][64][65][66][7]1[67],
dupa care efectul daundtor al presiunii crescute, depaseste efecte benefice ale stocarii la
temperaturi scazute in absenta ghetii (Figura 110).[7]
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Rezultatele prezentate in lucrare, au aratat ca crioprotectanti uzuali, folositi pentru conservare in
izobar, ar putea fi utilizati sub punctul de inghet al acestora (in izobar), pentru conservarea
materiilor biologice. in timpul studiului, prin ricirea amestecurilor de crioprotectanti in diferite
concentratii si solutie salina 0.9%, in majoritatea cazurilor au fost gdsite intervale viabile, in
domeniul de temperaturd negativ < 0 [°(], in care presiunea nu ajunge la 40 MPa, evitandu-se
formarea ghetii si efectul daunator al presiunii crescute, in acest fel marindu-se intervalul de
temperatura viabil in supravietuirea materiei biologice, chiar si vii.

Din cate stim, datele obtinute sunt noi in literatura de specialitate, profilele termodinamice pentru
amestecurile de glucoza si solutie salina 0.9%, glicerol si solutie salina 0.9%, dimetilsulfoxid si
solutie salina 0.9%,, etilenglicol si solutie salina 0.9%, dietilenglicol si solutie salina 0.9%, trehaloza
si solutie salina 0.9%, trehaloza si apa distilata pot fi, asadar utilizate in realizarea de noi
protocoale de crioconservare.

Avand in vedere ca toate studiile au fost realizate cu solutie salind 0.9% (exceptand amestecul de
trehaloza si apa distilata), putem totodata afirma, ca studiul prezintd si comportamentul acesteia
din urmd, in timpul rdcirii in izocor, amestecat cu diferiti agenti chimici.

in tabelul de mai jos au fost centralizate datele obtinute pentru toate amestecurile cercetate in
prezenta lucrare.

Tabel 10— Centralizatorul amestecurilor studiate si temperaturile minime viabile (presiune maxim

40 MPa)
Amestec Temperatura la 40 MPa
[°C]
Solutie salina 0.9% + 1M Glucoza n.a
Solutie salina 0.9% + 2M Glucoza n.a
Solutie salina 0.9% + 3M Glucoza n.a
Solutie salina 0.9% + 4M Glucoza n.a
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Solutie salina 0.9% + 5M Glucoza -5
Solutie salina 0.9% + 1M Glicerol -8
Solutie salina 0.9% + 2M Glicerol -11
Solutie salina 0.9% + 3M Glicerol -16.5
Solutie salina 0.9% + 4M Glicerol -24
Solutie salina 0.9% + 5M Glicerol <-25
Solutie salina 0.9% + 1M DMSO -7
Solutie salina 0.9% + 2M DMSO -13
Solutie salina 0.9% + 3M DMSO -20.5
Solutie salina 0.9% + 4M DMSO <-25
Solutie salina 0.9% + 5M DMSO <<-25
Solutie salina 0.9% + 1M Etilenglicol -7.2
Solutie salina 0.9% + 2M Etilenglicol -10
Solutie salina 0.9% + 3M Etilenglicol -14.5
Solutie salina 0.9% + 4M Etilenglicol -20.5
Solutie salina 0.9% + 5M Etilenglicol <-25
Solutie salina 0.9% + 1M Dietilenglicol -7.2
Solutie salina 0.9% + 2M Dietilenglicol -12.9
Solutie salina 0.9% + 3M Dietilenglicol -22.8
Solutie salina 0.9% + 4M Dietilenglicol <-25
Solutie salina 0.9% + 5M Dietilenglicol <<-25
Solutie salina 0.9% + 10% Trehaloza -5.1
Solutie salina 0.9% + 20% Trehaloza -6.2
Solutie salina 0.9% + 30% Trehaloza -7.9
Solutie salina 0.9% + 40% Trehaloza -10.1
Solutie salina 0.9% + 50% Trehaloza -7.7
Apa distilata + 10% Trehaloza n.a
Apa distilata + 20% Trehaloza -5.2
Apa distilata + 30% Trehaloza -6.9
Apa distilata + 40% Trehaloza -8.1
Apa distilata + 50% Trehaloza -6.5

La toate amestecurile studiate, exceptand amestecurile de trehaloza, a fost observat un
comportament asemandtor. Odata cu cresterea concentratiei de solutie crioprotectanta studiata
in componenta amestecului, s-a ajuns la o crestere a osmolaritatii si implicit la o scadere a
punctului de inghet.

Acest comportament poate fi explicat prin faptul cd solutiile crioprotectante Tmpiedica
cristalizarea apei prin formarea unui microambalaj molecular in jurul moleculelor de apa, ceea ce
reduce tendinta apei de a forma cristale la temperaturi scazute. Cu toate acestea, cu cat creste
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concentratia solutiei crioprotectante, cu atat creste si numarul de molecule crioprotectante din
solutie, iar aceasta duce la o crestere a osmolaritatii si implicit la o scadere a punctului de inghet.
Rezultatele obtinute in acest studiu deschid noi perspective in ceea ce priveste conservarea
materiilor biologice la temperaturi scdzute sub punctul de inghet, in volum constant, introducand
pentru prima oard, corelat cu literatura de specialitate intervale viabile de studiu. Chiar daca
continuarea acestora trebuie tratata din multe alte perspective, cum ar fi cea toxicologica sau
componenta chimicd a acestora.

Profilele termodinamice obtinute in acest studiu pot fi utilizate pentru optimizarea conditiilor de
conservare si imbunatatirea eficientei metodelor de crioconservare. Totodatd aceste rezultate
pot contribui la dezvoltarea de noi protocoale de conservare pentru o varietate de materii
biologice, cu implicatii semnificative pentru domeniul ingineriei si biotehnologiei.

Am putea adduga punctual cateva arii in care pot fi folosite rezultatele:

- Dezvoltarea de produse alimentare mai sigure - Studiul acestor amestecuri poate ajuta la
dezvoltarea de produse alimentare si medicamente care sa fie mai sigure pentru
consumatori, prin utilizarea unor combinatii eficiente de conservanti.

- Reducerea pierderilor din industria alimentara si farmaceutica - Datorita studiului
amestecurilor de conservanti si solutie salina 0.9% in sisteme izocore, industria alimentara
si farmaceutica poate reduce pierderile de produse care se degradeaza din cauza
contaminadrii, ceea ce poate duce la economii semnificative

- Contributia la dezvoltarea de politici si standarde - Studiul amestecurilor de conservanti si
solutie salind 0.9% in sisteme izocore poate contribui la dezvoltarea de politici si standarde
privind siguranta alimentara si farmaceuticd, asigurand astfel o protectie mai buna pentru
consumatori

- Dezvoltarea de produse mai naturale si mai sdandtoase - Studiul amestecurilor de
conservanti si solutie salind 0.9% in sisteme izocore poate ajuta la identificarea de
combinatii eficiente de conservanti naturali si solutie salina, care sa permita dezvoltarea
de produse mai naturale si mai sandatoase

Studiul amestecurilor de solutii crioconservante si solutie salina 0.9% in sisteme izocore este un
domeniu de cercetare cu o importanta cruciala pentru diferite aplicatii, de la conservarea
alimentelor si a medicamentelor pana la depozitarea celulelor si tesuturilor in medicina
regenerativa. Cercetarile din acest domeniu au dus la dezvoltarea de solutii crioconservante
eficiente si mai sigure, care protejeaza mostrele biologice impotriva degradarii si pierderii
functionalitdtii in timp. in plus, aceste cercetdri au aritat cd solutiile crioconservante pot fi
utilizate cu succes in diferite aplicatii, cum ar fi depozitarea celulelor si tesuturilor pentru utilizare
ulterioara in medicina regenerativa sau conservarea vaccinurilor si medicamentelor pentru a le
face mai accesibile in zonele in care resursele sunt limitate. Studiile in izocor contribuie la
identificarea compozitiei si efectelor amestecurilor agentilor crioconservanti si la dezvoltarea de
amestecuri optimizate pentru diferite aplicatii. Mai mult, studiile din acest domeniu pot ajuta la
dezvoltarea de tehnologii mai avansate pentru depozitarea si conservarea mostrelor biologice si a
altor produse sensibile la temperaturd, cu efecte semnificative asupra medicinii si industriei
alimentare. in plus, aceste cercetdri pot aduce noi perspective asupra dezvoltdrii de solutii
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sustenabile si ecologice pentru depozitarea produselor si conservarea resurselor naturale.
Cercetarea in domeniul amestecurilor de solutii crioconservante in sisteme izocore este esentiala
pentru dezvoltarea de solutii inovative si eficiente pentru conservarea si protejarea produselor
sensibile la temperaturd, cu beneficii semnificative pentru medicing, industria alimentara si mediul
inconjurator. Aceste cercetdri pot aduce noi perspective si contribuie la dezvoltarea de solutii mai
sustenabile si mai eficiente pentru depozitarea si conservarea produselor, cu efecte semnificative
asupra societatii si mediului inconjurator. Studiile au aratat ca, in functie de concentratia si
combinatia utilizata, aceste amestecuri pot avea efecte diferite asupra supravietuirii si
functionalitatii celulelor si tesuturilor crioconservare. De exemplu, s-a constatat ca DMSO si
glicerolul sunt eficiente in protectia celulelor si tesuturilor impotriva inghetului, in timp ce glucoza
si trehaloza pot imbunatdti viabilitatea celulara prin reducerea stresului osmotic. Totodata,
cercetdrile recente au aratat ca addugarea unor antioxidanti si agenti de protectie celulara, cum ar
fi vitamina C sau N-acetilcisteina, la amestecurile de solutie salina si crioconservanti poate
imbunatati in continuare viabilitatea celulara si tesutul crioconservat.

In concluzie, studiul amestecurilor de solutie salina 0.9% cu crioconservanti reprezinta o arie
importanta de cercetare pentru stiinta medicala si farmaceutica, cu potentiale implicatii
semnificative in dezvoltarea de solutii de crioconservare mai bune si mai eficiente pentru utilizare
clinica si terapeutica.

14. Contributii personale

in timpul cercetdrilor si experimentelor ce stau la baza redactdrii acestei lucrdri, consider cd am
avut urmatoarele contributii personale:

- Cercetarea bibliograficd detaliatda atat din perspectiva numadrului mare de publicatii
evaluate cat si din punct de vedere calitativ. Acest lucru a condus la realizarea unui stadiu
actual al cunoasterii foarte bine elaborat si care totodata a fost si publicat intr-un jurnal de
profil: Cryoletters, ISSN - 0143-2044.

- Modelarea matematica elaborata in cadrul lucrdrii porneste de la o serie de principii
fundamentale care stau la baza fenomenelor de crioconservare in sistemele izocore si
pentru ca mai apoi acestea sa fie observate siin cadrul determindrilor practice.

- Modelarea unor fenomene care au loc in interiorul unui reactor izocoric, cu ajutorului unui
pachet software de analiza, rezolvare si simulare cu elemente finite pentru diverse
aplicatii de fizica si inginerie, in special fenomene cuplate si multifizica. Lucrare initiala
publicata in IOP Conference Series: Materials Science and Engineering, ISSN - 1757-899X

- Participarea ca membru si implicarea in mod activ intr-un proiect national castigat in
competitie, cod proiect PN-IlI-P4-ID-PCE-2020-1706 Contract nr. PCE2302021, intitulat
dupa titlul prezentei teze: “Studiul profilelor termodinamice in regim izocoric pentru cele
mai importante substante crioprotectante”, in cadrul tipului de proiect: Proiecte de
cercetare exploratorie.

- Dezvoltarea si extinderea unui domeniu nou de cercetare in cadru Departamentului de
Instalatii pentru Constructii prin realizarea unui stand experimental, in laboratorul de
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Instalatii frigorifice si criogenice. Cu ajutorul acestui stand se pot realiza si extinde in
continuare cercetdri si de asemenea standul poate fi utilizat in scop didactic pentru
studenti iar cu echipamentele si instrumentele de mdsura portabile pot fi realizate
madsuratori in afara laboratorului.

- Pe baza rezultatelor experimentale au fost propuse ecuatii polinomiale de gradul 2 pentru
fiecare substanta si pentru fiecare concentratie analizata. Cu ajutorul acestor ecuatii noi
introduse se pot face usor interpoldri pentru a se afla valori intermediare ale presiunii sau
chiar se pot propune si apoi confirma experimental valori din afara intervalului.

- Participarea si implicarea in mod activ in redactarea si recenzarea articolelor trimise spre
publicare la jurnale stiintifice.

- Contributii la extinderea cunoasterii experimentale pe baza masurdtorilor de temperatura-
presiune pentru unele din cele mai utilizate substante crioconservante. Publicarea a doud
lucrari in domeniu, in jurnalele Biochemical and biophysical research communications,
ISSN 0006-291X si Cryobiology, ISSN - 0011-2240.

- Propunerea unor ecuatii polinomiale pe baza liniilor de trend, pentru fiecare substanta
analizata si pentru fiecare concentratie analizata.

- Participarea activa la studiul fenomenului de nucleare aleatorie in izocor. Publicare articol
(co-autor) in jurnalul AIP Advances, ISSN 2158-3226.

- Participarea activa la studiul conservarii fructelor in izocor. Publicare articol (co-autor) in

jurnalul Heliyon, ISSN 2405-8440.

Propun in continuare urmatoarele directii de studiu, avand in vedere experienta relizarii

prezentei lucrari :
o Analiza comportamentului substantelor studiate la temperaturi criogenice
o Analiza comportamentului acestor substante si pentru alte concentratii
o Utilizarea unor rezultate din cadrul prezentei teze, in experimente cu material
biologic, pentru investigarea comparativa material biologic proaspat-material
biologic conservat
Concluzionand succint, prin experimentele realizate si cuprinse in prezenta lucrare, am reusit sa
mdsuram si ulterior sa prezentam grafic profilele termodinamice pentru 5 amestecuri de
crioconservanti si solutie salind 0.9% alaturi de un amestec de crioconservant si apa distilata.
Metoda, si mai ales intervalul de temperatura studiat pentru realizarea profilelor termodinamice,
cuprinde intervale din studii realizate pana in acest moment in domeniu [68], [69], [64], [7], [66],
[62], [63], [61].
Metoda utilizatd, pentru determinarea profilelor, este acceptata si utilizatd in practica comuna din
acest domeniu [8], [70], [71], [65].
Unicitatea acestei lucrdri consta in uniformizarea profilelor atat din punct de vedere grafic cat si
din punct de vedere al temperaturilor studiate, si prezentarea acestora intr-un mod simplu si
concis, pentru ca in practica experimentalq, viitorii cercetatori ce vor dori sa conduca experimente
in domeniu, sa gaseascad informatiile usor, rapid si grupate intr-o singura lucrare.
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