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Introducere

Progresele tehnologice spectaculoase din ultimele decenii precum sgi
cresterea nivelului de trai i a sperantei de viata, in special in zonele puternic
industrializate ale lumii, s-au realizat cu pretul afectarii drastice a mediului
Tnconjurator.

Activitatea medicala, atat cea de diagnostic cat si in special cea de
tratament, expun zi de zi atmosfera, apele si solul la actiunea unor substante
care in cantitati mici nu au un efect poluant evident, dar care se acumuleaza
in timp si pot duce la adevarate dezastre ecologice.

Cum evitarea poluarii este practic imposibila, ne ramane alternativa
prevenirii, reducerii si controlului strict al acesteia [1,2].

Din fericire, aceasta problema a fost reconsiderata la nivel mondial, si
in numeroase tari au fost adoptate legi severe privitoare la protectia mediului
Tnconjurator.

Pe plan national, limitele admise pentru poluanti sunt reglementate prin
Directiva 76/464, care impune controlul tuturor emisiilor de substante
periculoase stabilite prin Clear Water Act din 1977. Normativele din Roméania
care reglementeaza limitele de incarcare cu poluanti sunt NTPA — 001/1997 si
NTPA 002/2005 pentru resursele de apa si OMS 645/1997 pentru evacuarea
apelor uzate n retelele de canalizare [3,4].

Urmarind alinierea Romaniei la acest deziderat major al momentului, in
lucrarea de fata s-a dorit realizarea unui studiu aprofundat al metodelor
electrochimice de protectie a mediului inconjurator fata de deseurile citotoxice
rezultate in urma activitatilor medicale oncologice. Este cunoscut faptul ca
medicamentele antineoplazice, cunoscute sub denumirea generica de
citostatice, au pe langa activitatea antitumorala, o serie de efecte adverse
deloc neglijabile printre care se numara proprietatile teratogene, mutagene si
nu de putine ori chiar oncogeneza. Aceste efecte nedorite apar cel mai
frecvent la pacientii care beneficiaza de un astfel de tratament, insa nu trebuie

omis faptul ca prin eliminarea lor in mediul inconjurator odata cu deseurile
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provenite de la pacienti, precum si cantitatle de medicamente ramase

neutilizate, se vor acumula in mediul Thconjurator, producand profunde alterari

ale ecosistemelor.

Tehnicile electrochimice de epurare a deseurilor citotoxice ofera o serie

de avantaje distincte fata de cele uzuale cum este incinerarea [5,6]:

Compatibilitate cu mediul Tnconjur ator: “reactivul” folosit
este electronul, un “reactiv’ curat care de cele mai multe ori nu
are nevoie de adaosuri chimice speciale.

Versatilitate : Procesele electrochimice implica oxidari sau
reduceri, directe sau indirecte, generand specii organice,
anorganice sau biochimice. De cele mai multe ori produsii
rezultati Tn urma proceselor de epurare electrochimica sunt
lipsiti de efecte nocive asupra mediului inconjurator. In plus, se
pot utiliza diverse forme si configuratii de reactoare si electrozi;
mai mult, acelasi reactor cu modificari minore poate fi folosit
pentru a epura diversi poluanti $i de asemenea prin
dimensionarea adecvata a instalatiilor se pot epura volume de
ordinul fractiunilor de mililitru pana la sute sau mii de litri.
Eficien ta energetic a: Procesele electrochimice necesita de
cele mai multe ori conditii mult mai blande de temperatura si
presiune comparative cu metodele clasice : incinerarea Si
oxidarea supercritica. Tehnicile si tehnologiile care necesita
temperaturi si presiuni scazute, evident ca implica un consum
mult mai redus de energie. Potentialele aplicate pot fi usor
controlate si printr-o proiectare adecvata a celulelor si
electrozilor se pot minimiza pierderile de curent si caderile de
tensiune.

Siguran ta: Procesele electrochimice sunt sigure si aceasta
datoritd conditiilor blande de operare cat si cantitatilor mici de
substante chimice de adaos. Deasemenea procesul poate fi
intrerupt n orice moment fara a afecta in nici un fel siguranta

operatorului.
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- Selectivitate : Prin controlarea riguroasa a potentialului aplicat
se asigura specificitatea reactiilor si se evita ugor aparitia unor
compusi nedoriti.

- Posibilitatea  automatiz arii: In  general instalatiile
electrochimice se preteaza foarte bine pentru automatizare,
procesele putand fi usor conduse cu calculatorul cu minima
interventie a operatorului uman.

- Costuri reduse : Echipamentele si operatiile sunt in general
simple si relativ ieftine, si atunci cand sunt corect proiectate,
pot fi usor modificate pentru alte procese si reactii [7,8,9,10].

In contextul celor prezentate anterior, prin prezenta teza de doctorat
ne-am indreptat atentia in directia studierii posibilitatilor de eleborare,
proiectare si realizare ca prototip de referintd a unei microinstalatii, care
avand performante bune sa poata fi utilizata la epurarea deseurilor rezultate
din activitatea medicala oncologica.

Microinstalatia realizata este in totalitate de conceptie proprie fiind
alcatuita din trei parti componente distincte: sistemul de pregatire al probei,
microreactorul electrochimic si sistemul de automatizare Tmpreuna cu
calculatorul de proces.

Cea mai importanta componenta este microreactorul electrochimic a
carui principiu de functionare se preteaza foarte bine scopului propus:
favorizarea reactiilor de oxidare anodica gi generarea unor cantitati de clor
liber (acid hipocloros, hipocloriti si clor fizic dizolvat) cu un consum redus de
electricitate si intr-un timp cat mai scurt.

Microinstalatia experimentala a fost testata atat din punct de vedere
functional cat si al performantelor tehnice legate de obiectivele propuse.

Pentru testarea microinstalatiei s-au utilizat urmatoarele metode:

- fizico — chimice

- matematice prin utilizarea tehnicilor de modelare statistica

- biologice prin utilizarea tehnicilor de culturi celulare si
experimentelor pe animale de laborator.

Cercetarile efectuate in cadrul acestei lucrari se refera la urmatoarele

aspecte:
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1. Elaborarea, proiectare si realizarea sub forma unui model
experimental, a unei microinstalati de epurare a deseurilor
citostatice rezultate din activitatea medicala oncologica.

2. Testarea microinstalatiei realizate prin utilizarea metodelor
mentionate anterior pentru cinci substante medicamentoase
citostatice care au fost administrate unor loturi de pacienti,
urmarindu-se neutralizarea substantelor citostatice eliminate prin
urina acestor pacienti.

3. Utilizarea avantajelor oferite de tehnicile de modelare matematica
pentru studierea dependentelor existente intre diferiti parametrii
indicatori care garanteaza randamente de epurare cat mai ridicate.

4. Elaborarea unei metodologii simple de operare a microinstalatiei de
epurare realizate ulilizand calculatorul de proces.

5. Obtinerea unor observatii interesante asupra desfasurarii
proceselor de distrugere a substantelor citostatice, prin studiul
datelor obtinute in urma determinarilor efectuate inainte, in cursul si
la finalul ciclului de functionare al microreactorului electrochimic.

6. Analiza prin metode biologice a produselor rezultate in urma
epurarii, in vederea determinarii citotoxicitatii reziduale.

Avand in vedere atat continutul cat si modul de abordare si rezolvare al

obiectivelor propuse spre a fi atinse, lucrarea elaborata are un puternic

caracter interdisciplinar (inginerie chimica, automatizari, electronica,
modelare statistica, chimie organica, medicina, farmacie), incercand
astfel sa satisfaca cerintele actuale ale unei teze de doctorat, sa

raspunda astfel unor exigente stiintifice teoretice si mai ales aplicative.
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Obiectivele lucr arii;

Principalele obiective ale acestei lucrari sunt:

Realizarea unei documentatii bibliografice cu privire la nivelul actual al
cunoasterii in domeniul epurarii deseurilor citostatice rezultate din
activitatea medicala oncologica.

Elaborarea, proiectarea gi realizarea unei microinstalatii experimentale
care sa permita epurarea deseurilor citotoxice rezultate din activitatea
medicala oncologica.

Testarea microinstalatiei i prelucrarea matematica a datelor
experimentale obtinute prin determinari complexe fizico-chimice si de
citotoxicitate.

Determinarea prin calcul a indicatorilor de performanta, care reflecta
eficienta epurarii efectuate Tn microinstalatia experimentala.

Analiza prin metode biologice a produselor rezultate Th urma epurarii,
n vederea determinarii citotoxicitatii reziduale.

Elaborarea unei teorii proprii cu privire la modul in care are loc
mecanismul de degradare prin oxidare electrochimica a substantelor

citostatice care au fost utilizate la testarea microinstalatiei.
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PARTEA GENERAL A — Nivelul actual al

cunoa sterii

1. Metode electrochimice de transformare  si/sau

distrugere a poluan tilor

1.1. Generalita ti

Anumiti poluanti, cum sunt agentii antitumorali citostatici, fiind prezenti
in efluenti Tn cantitati foarte mici gi/sau foarte toxici, nu este nici rentabil si nici
recomandabil sa fie separati i recuperati. Epurarea apelor reziduale ce contin
astfel de poluanti consta in transformarea acestora in compusi netoxici gi/sau
biodegradabili, sau, daca este posibil si rentabil economic, in distrugerea
avansata a acestora prin procedee chimice, electrochimice sau mixte.

Procesul cel mai economic este tratarea biologica care se aplica
deobicei pentru apele reziduale care contin poluanti organici “usor
biodegradabili”. Situatia este complet diferitd atunci cand speciile poluante
sunt complet rezistente la tratamentul biologic sau daca concentratia lor este
mare si /sau foarte variabila. In aceasta categorie intra multe dintre
medicamentele cu efect citostatic deoarece acest efect se manifesta intr-un
anumit grad si asupra microorganismelor care formeaza ecosistemul cu rol
epurator [11].

Metodele electrochimice de tratare a apelor reziduale cu continut de
poluanti organici au devenit recent mult mai atractive, in special datorita
controlului usor si cresterii randamentelor de curent prin folosirea de noi
materiale de electrod si a reactoarelor electrochimice bipolare [7].

Transformarile speciilor impurificatoare pot avea loc n urmatoarele
modalitati:

- direct, (in situ) cénd transformarile au loc pe suprafata

electrozilor.
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- indirect, cand reactile de transformare au loc in afara
reactorului electrochimic folosind reactanti (oxidanti sau
reducatori) obtinuti pe cale electrochimica.

- mixt, cand reactile de transformare se petrec in reactorul
electrochimic, dar oxidarea sau reducerea pe electrod o sufera

0 specie chimica intermediara.

1.2. Metode electrochimice de transformare  si/sau

distrugere a poluan tilor organici

Marea majoritate a medicamentelor antitumorale citostatice sunt
substante organice cu exceptia cisplatinei. Din acest motiv lucrarea de fata isi
propune tratatea cu predilectie a metodelor capabile sa distruga compusii
poluanti organici. La ora actuala cea mai folosita metoda pentru indepartarea
acestor poluanti este reprezentata de incinerare. Insa incinerarea deseurilor
organice ridica serioase probleme de mediu deoarece apar emisii mari de
gaze cu efect nociv si sunt mari consumatoare de energie [6].

Studiul comportarii poluantilor organici in procesele electrochimice de
depoluare a efluentilor care ii contin, este dificil datorita diversitatii acestora.

1.2.1. Metode directe

Cele mai simple metode electrochimice de tratare a apelor reziduale cu
continut de poluanti organici sunt cele directe in care transformarile au loc pe
suprafata electrozilor, la anod — oxidare si la catod — reducere.

Metodele electrochimice presupun reactii concomitente atat la anod cét
si la catod. Pentru a separa procesul util de cel de la contraelectrod, este
necesara separarea spatiilor electrodice fie prin diafragme fie prin membrane
schimbatoare de ioni. Utilizarea separatoarelor complica constructia

reactoarelor electrochimice, cresc substantial pretul de cost al acestora, cresc
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tensiunea necesara desfasurarii procesului electrochimic (ceea ce duce
implicit la cresterea consumului de energie electrica), precum si la cresterea
pretului de cost al intretinerii echipamentelor prin colmatarea diafragmelor. In
cazul renuntarii la separator este necesar ca prin selectarea conditiilor de
lucru (materialele din care sunt confectionati electrozii, densitatile de curent,
raportul suprafetei electrozilor) bilantul sa fie dirijat spre procesul dorit,
oxidare sau reducere, cu atat mai mult cu céat procesele de la electrod sunt in
general ireversibile. In cazul epurarii apelor reziduale care contin deseuri
citotoxice, electrooxidarea anodica reprezinta procesul cel mai important [12].

O reactie de oxidare are ca rezultat cresterea numarului de oxidare, in
timp ce intr-o reactie de reducere acest numar scade. In cazul substantelor
organice identificarea modalitatii in care decurge reactia redox este mai greu
de realizat decat in cazul sistemelor redox care implica ioni metalici.
Substantele organice pot suferi un transfer de electroni intr-o varietate de
circumstante si medii. Principalii factori care determind comportarea lor
electrochimica sunt:

- Natura grupei electroactive in molecula organica

- Natura solventului si a electrolitului suport

- Materialul din care este confectionat electrodul

- Potentialul aplicat

- Temperatura.

Un electron adaugat in procesul reducerii electrochimice deobicei
decurge la un orbital de antilegatura si are ca rezultat aparitia unor specii
anionice de mare reactivitate. Acestea pot suferi o multitudine de reactii,
inclusiv rearanjare conformationald. Asemanator, un electron indepartat in
cursul procesului de oxidare din orbitalul de legatura, duce la formarea unui
radical cationic care deobicei sufera procese de dimerizare, clivarea legaturii,
atac nucleofil sau rearanjare conformationala [13,14].

a) Reducerea electrochimic a. Procesul de reducere consta in
acceptarea de electroni. Mecanismul de realizare a electroreducerii unui
compus organic este relativ complicat, transferul de electroni fiind adesea
insotit, precedat sau urmat de alte reactii omogene.

b) Oxidarea electrochimic a. Pretul metodelor de oxidare variaza in

functie de agentul oxidant folosit. Oxigenul din aer este cel mai ieftin, urmat
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de clor, electricitate, apa oxigenata iar cel mai scump este ozonul. Oxidarea
cu oxigen la temperaturi scazute are loc numai pe cale biologica. Clorul
formeaza adesea compusi clorinati deosebit de stabili si toxici, fapt care
limiteaza mult utilizarea sa. Oxidarea electrochimica este curata si foarte
eficienta. Factorul limitativ pentru oxidarea electrochimica este stabilitatea
redusa a anozilor folositi in mod uzual.

Oxidarea electrochimica este considerata ca fiind un instrument foarte
puternic de distrugere si a celor mai rezistenti compusi organici.

Oxidarea anodica a compusilor organici este, astfel, o metoda
adecvata de control a poluantilor din efluenti cu conditia ca procesul sa se
desfagoare cu randamente mari de curent pentru reactia de oxidare.
Randamentul de curent depinde in principal de reactivitatea poluantilor
organici in raport cu oxidantii si concentratia lor.

Oxidarea electrochimica se realizeaza pe doua cai:

- Direct, prin oxidarea moleculei organice adsorbite pe

suprafata electrodului printr-un transfer de electroni

- Indirect, prin oxidarea moleculei de catre oxigenul atomic sau

radicali hidroxil formati prin electroliza apei.

Oxidarea electrochimica a compusilor organici produce in mod curent
intermediari foarte reactivi care in mod obignuit conduc la reactii globale de
substitutie, aditie, cuplare cu eliminare, cuplare cu aditie sau transfer ulterior
de electroni [15,16].

1.2.2. Metode indirecte

Procedeele indirecte de tratare a poluantilor constau in utilizarea unui
cuplu redox care actioneaza ca si un catalizator sau “purtator de electroni”
pentru oxidarea sau reducerea altor specii din sistem.

Electrosintezele indirecte folosite in mod curent sunt de doua tipuri:

“wn

- “in situ” sau “in celuld”: reactia intre substratul organic i

reactivul redox care are loc concomitent cu conversia

BUPT



mediatorului la starea sa de oxidare initiala, este realizata n
reactorul electrochimic.

“ex situ” sau “in afara celulei”: reactia chimica de oxidare sau
de reducere este condusa intr-un alt reactor diferit de cel

electrochimic.

Din punct de vedere economic este preferata varianta “in situ”, dar

varianta “ex situ” are cateva avantaje de ordin tehnic: reactia electrochimica si

cea chimica pot fi optimizate separat, electrolitul poate fi purificat sau tratat

suplimentar intre reactorul electrochimic si cel chimic [17].

Principalele cerinte pentru obtinerea de randamente mari in procesele

electrochimice indirecte sunt urmatoarele:

Potentialul la care specia intermediara ( C ) este produsa nu
trebuie sa fie In apropierea potentialului de degajare al
oxigenului sau al hidrogenului deoarece in acest caz 0 mare
parte din curent se poate pierde printr-un proces secundar
nedorit.

Viteza de generare a speciei intermediare ( C) trebuie sa fie
cat mai mare.

Viteza de reactie a speciei intermediare ( C ) cu poluantul
trebuie sa fie mai mare decat a oricarei alte reactii competitive.
Adsorbtia poluantului sau a altor specii chimice pe electrozi
trebuie sa fie minima pentru a nu impiedica generarea speciei

intermediare (C).

10
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2. Reactoare electrochimice cu densit  ati de curent

asimetrice

2.1. Generalit ati

Pentru a creste randamentul de curent si implicit pentru a reduce
consumul energetic al unui reactor electrochimic, trebuie renuntat la
membrana separatoare interelectrodica. Eliminarea acestei membrane
separatoare conduce la o micsorare semnificativa a tensiunii aplicate la
bornele reactorului. Pe langa contributia insemnata a separatorului la caderea
ohmica de tensiune, acesta ridica probleme majore de ordin constructiv,
financiar si de operare [18,19].

Utilizarea separatorului este impusa de posibilitatea ca produsul util
generat la electrodul de lucru sa sufere o reactie inversa la contraelectrod sau
sa reactioneze cu mediul de reactie si/sau produsul de la contraelectrod.
Oricare din aceste cazuri conduc la micgorarea drastica atat a randamentului
de transformare (prin pierderea de produs util in reactii secundare) cat si a
randamentului faradic de curent. Consideram spre exemplificare un proces
redox in care produsul util este specia oxidata. In acest caz in momentul initial
al procesului, concentratia speciei active (specia redusa) este maxima, iar cea
a produsului de reactie (specia oxidata) este minima. Prin evolutia procesului,
concentratia speciei active scade, in timp ce concentratia produsului util
creste. Conform figurii 1 sistemul evolueaza in timp pana la atingerea unei
stari de echilibru in care curentul limita de oxidare este egal cu curentul limita
de reducere. Aceasta inseamna ca tot ce se produce la electrodul de lucru

este consumat printr-o reactie inversa la contraelectrod [20].

11
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Figura 1. Evolutia in timp a unui sistem redox in solutie apoasa. (dupa

Mirica si colab).

Randamentul de curent evolueaza in acest caz catre zero (figura 2),
valoare pe care o atinge dupa momentul egalarii curentilor limita ai speciilor

reduse, respectiv oxidate, la cei doi electrozi.

r %]

&y &[5

Figura 2. Evolutia randamentului de curent in timp. (dupa Mirica si

colab).
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Din acest exemplu rezulta ca procesul nu poate fi condus intr-un
electrolizor fara separator si cu electrozi cu suprafete egale decat pana la o
concentratie a speciei reduse, respectiv a celei oxidate, corespunzatoare
momentului egalarii densitatilor de curent limita.

O posibilitate de a evita aceste neajunsuri o reprezinta folosirea unor
reactoare electrochimice necompartimentate dar cu suprafete electrodice
asimetrice care vor produce densitati de curent anodic respectiv catodic,
asimetrice. Deoarece concentratiile oxianionilor fiind variabile Tn timp si
densitatile de curent limita fiind proportionale cu acestea, randamentul
calculat corespunde unui anumit moment. Formula fiind valabila pentru orice
moment al electrolizei rezulta ca ea este valabila si pentru momentul final. In

acest caz randamentul de curent instantaneu devine:

ZF.DGII,I" DG;
f(1—to)d, (11— ta) 8,

|_q| [
p=] 5]

[B] Se =08/ 1 iy, [B] 5o PR/ _ o,
)

Unde:

[O] si [R] sunt concentratile speciei oxidante, respectiv a speciei
reduse;

Sa, Sc sunt suprafata anodului, respectiv a catodului;

Do, Dr sunt coeficientii de difuzie pentru oxidant, respectiv pentru
reducator,

to, tr reprezinta numarul de transport al oxidantului respectiv al
reducatorului;

da, O¢ reprezinta grosimea stratului de difuzie anodic, respectiv catodic.

Relatia (1) demonstreaza ca randamentul de curent este dependent de
conditiile de electroliza, prin intermediul factorilor D, t si 6. Desigur, conditiile
concrete de lucru micgoreaza sau amplifica importanta unuia sau altuia din
acesti factori, curentul limita fiind controlat de procesele de difuzie, convectie,
migratie sau, de cele mai multe ori fiind o rezultanta a influentei combinate a
acestora [21].

Randamentul energetic (rw) al procesului este aratat in relatia (2) care

se deduce din relatia (1):
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Unde:

Ue reprezinta tensiunea electrica de echilibru

Na reprezinta supratensiunea anodica

Ne reprezinta supratensiunea catodica

AU;reprezinta caderea ohmica ionica

AU, reprezinta caderea ohmica electronica.

Randamentul energetic (rw) reprezinta indicatorul cel mai complet, insa
in mod paradoxal si cel mai putin utilizat, el fiind definit ca raportul dintre
consumul specific teoretic si cel practic.

Astfel sunt puse bazele teoretice de stabilire a posibilitatilor si limitelor
de Timbunatatire a randamentului energetic in cazul reactoarelor

electrochimice cu densitati de curent asimetrice. [22]

2.2. Modele de reactoare cu densit ati de curent

asimetrice utilizate in practic a

Reactoarele cu densitati de curent asimetrice sunt folosite in special n
domeniul reactiilor de oxidare. Aplicatiile industriale ale acestora sunt in
industria de fabricare electrochimica a permanganatului de potasiu si a
fericianurii de potasiu. De-a lungul timpului au fost imaginate diverse variante
constructive ale acestor reactoare care vor fi prezentate in continuare [12,23].

Unul din cele mai vechi reactoare de acest tip este reactorul Schultz
(figura 3) care consta dintr-un vas cilindric cu fundul conic prevazut cu un
agitator mecanic pentru o buna omogenizare a masei de reactie.

Anozii sunt in numar de gase, sunt confectionati din nichel si sunt

plasati n fata a sase catozi de fier. Anozii au forma de placi iar catozii de bare.
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Reactorul Schultz functioneaza cu o densitate de curent anodica de 50 — 80

A/m? si cu o densitate de curent catodica de 400 — 1000 A/m?.

e
1 m\\za\

‘//1
F ot

el

Figura 3. Reactor electrochimic tip Schultz: 1 - catod, 2 - anod, 3 — stut

de umplere, 4 - stut de evacuare gaze, 5 — agitator mecanic, 6 - stut pentru
golire (dupa Mirica si colab).

O constructie putin modificata este prezentata in figura 4. Intre sase
anozi cilindrici concentrici a c&ror suprafata totald este de 24,6 m?
confectionati din tabla de nichel, sunt suspendate tijele catodice din otel cu
diametrul de 8 mm. Reactorul este prevazut cu agitator mecanic. Densitatea
de curent anodica este de 60 A/m? si densitatea de curent catodica este de
600 A/m®.

Ambele tipuri de reactoare sunt unitati de capacitate mica care
lucreaza la intensitati de curent de 500 — 1000 A. Pentru productii mai mari ar

fi nevoie de un numar corespunzator de reactoare.
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Figura 4. Reactor Bitterfeld: a — catozi, b — anozi, ¢ — agitator mecanic,
1 - stut de umplere, 2 - stut pentru golire, 3 - stut de evacuare gaze (dupa
Mirica si colab).

Pentru a micgora numarul de unitati necesare a fost conceput un alt

reactor care permite folosirea unor intensitati de curent mai mari. (Figura 5).

GAZE

il
1
2 ~—]
3
4

SOCO 00— 5

Figura 5. Reactorul Muller-Suter: 1 — catozi, 2 — anozi, 3 — buzunare de
racire, 4 — perete izolator, 5 — serpentine de abur, 6 — cuva, 7 — stut insuflare

aer, 8 - stut pentru golire (dupa Mirica si colab).
Reactorul este de forma cilindrica, din fier cauciucat; la partea

inferioara este conic pentru a ugura golirea. Reactorul contine patru sau mai

multe fascicule de electrozi. Catozii sunt confectionati din bare de otel
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infagurate in tesatura de policlorura de vinil. Anozii sunt confectionati din folii
de nichel lucios. Placile anodice sunt pozitionate vertical iar barele catodice
orizontal. Fiecare fascicol de electrozi, separat de celelalte prin pereti izolatori,
este suspendat in partea superioara a celulei si este prevazut cu un clopot
pentru colectarea gazelor, serpentine de abur si buzunare de racire. Datorita
diferentelor de temperatura intre serpentinele de abur si buzunarele de racire,
electrolitul urca in reactor si spala electrozii, evitand blocarea anozilor prin
depuneri cristaline [24,25].

Un alt tip de reactor cu densitati de curent asimetrice este cel folosit la
Uzinele din Usti Nad Laben. Acest reactor este realizat dintr-o vana de otel cu
manta de incélzire cu abur care permite incalzirea electrolitului pané la 60°C.
In vana sunt amplasate sase garnituri de electrozi. Fiecare garnitura este
alcatuita dintr-un anod cilindric in care este amplasat concentric catodul
infasurat intr-o folie de azbest si prevazut cu un suport de ciment. Atat catozii
cat si anozii sunt confectionati din impletitura de otel. Agitarea se face cu
ajutorul aerului comprimat. Reactorul lucreaza la 1200 A., ceea ce
corespunde unei densitati de curent anodice de 65 A/m? si catodice de 280
A/m? (Figura 6) [12].

= L
ALIMENTARE —

ABUR == j l

AFR COMPRIMAT —— —= ABUR CONDENS

=

Figura 6. Reactor folosit la Usti Nad Laben: 1 — reactor, 2 — anod, 3 —

catod, 4 — invelis de azbest (dupa Mirica si colab)
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3. Metode fizico-chimice de analiz a a substan telor

organice

Din numarul mare de metode fizico-chimice utilizate pentru analiza
substantelor chimice organice, vor fi prezentate cele care au fost larg utilizate

Tn partea experimentala a prezentei lucrari.

3.1. Metode spectrofotometrice
3.1.1.Generalit ati

In fizica spectrofotometria se refera la studiile cantitative ale spectrelor
electromagnetice denumita Si spectroscopie electromagnetica.
Spectrofotometria implica utilizarea unui spectrofotometru. Spectrofotometrul
este aparatul optoelectronic care masoara intensitatea luminii care
traverseaza o anumita proba de substanta transparenta plasata intr-o cuva
adecvata.

Spectrofotometrul este aparatul optoelectronic destinat masurarii
cantitatii de lumina absorbitd de probe pentru o anumitd lungime de unda.
Unele spectrofotometre pot masura si lumina reflectata de probe. In aceasta
situatie probele pot sa nu fie transparente. De regula spectrofotometrele sunt
clasificate in functie de domeniul de lungimi de unda in care pot efectua
masuratorile.

Spectrofotometria a aparut initial ca denumire doar pentru domeniile
vizibil — VIS si infrarosu apropiat - IRA. Ulterior spectrofotometria s-a extins i
la domeniile ultraviolet UV i infrarosu - IR. Foarte putine aparate existente pe
piata au incluse toate domeniile UV-VIS-IR. De regula spectrofotometrele
pentru cercetare includ domeniile UV — VIS — IR apropiat. Din cauza pretului
de cost pentru aplicatii tintite spectrofotometrele pot fi numai UV sau numai
VIS. Spectrofotometrele masoara absorbanta sau transmitanta probelor

analizate.
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Unele aparate pot stabili i spectrul de absorbtie caracteristic probei Tn
domeniul de lucru: UV; VIS; UV-VIS sau IR.

Spectrul reprezinta variatia absorbantei probei functie de lungimea de
unda a radiatiei electromagnetice.

In general spectrele UV-VIS nu pot individualiza o0 anumita substanta.

Spectrul de absorbtie in domeniul IR reprezinta variatia absorbantei
probei functie de frecventa radiatiei electromagnetice. Aceste spectre
individualizeaza probele analizate. Sistemele IR contin biblioteci de spectre
IR. Acest mod de utilizare a spectrofotometriei IR este destinat deteminarii
unor substante necunoscute din matricea analizata.

Spectrofotometria in IR permite recunoasterea substantelor functie de
spectrul dat de acestea in domeniul IR [26,27].

Legea care sta la baza spectrofotometriei este legea Lambert-Beer
(relatia 3). Ea apreciaza atenuarea intensitatii unui fascicul luminos de o
anumita lungime de unda care strabate o cuva de grosimea data (uzual 1 cm)

si care contine o proba de o anumita concentratie (figura7) [28,29].

Figura 7. llustrarea legii Lambert Beer.

A=-—1 ) _
= —logy, A =g-C-F

q

3
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Unde:
A reprezinta absorbanta probei

lo reprezinta intensitatea fasciculului de lumina incidenta

I, reprezinta intensitatea fasciculului de lumina transmisa prin proba
€ reprezinta coeficientul de absorbtie molara al probei

C reprezinta concentratia probei

£ reprezinta grosimea stratului de proba (uzual 1 cm).

3.1.2.Spectrofotometrul UV — VIS

Spectrofotometrele au nevoie de o sursa de lumina cu spectrul de
emisie cuprins in domeniul de masura al acestuia. Din aceasta sursa
spectrofotometrele pot utiliza in procesul de masura una sau doua raze si au
primit denumirea de spectrofotometru cu un spot (fascicul) sau cu doua
spoturi (fascicule) [29,30,34].

Spectrofotometrul monofascicul

In figura 8 este prezentata schema bloc a unui spectrofotometru cu un

singur fascicul.

Sursid de Traductor
lumini fotoelectric
I mm == m | Dispozitiv
S ST
= ———*y masurd F filtrare
| |

Interfata de

4= Inregistrator
cuplare

|

Amplificator

Figura 8. Schema bloc a unui spectrofotometru cu un singur fascicul.

(dupa M. lonica)

Descrierea elementelor din schema bloc:

Sursa de lumina - are rolul s& genereze o radiatie luminoasa in
domeniul ultraviolet — UV - vizibil — VIS - sau infrarosu - IR. De regula
spectrofotometrele au cate o sursa de lumina pentru fiecare domeniu de

radiatie luminoasa pe care 1l analizeaza. Dupa tipul de radiatie analizata,
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spectrofotometrele pot fi pentru domeniile: ultraviolet — UV, vizibil — VIS,
infrarosu IR, ultraviolet-vizibil UV-VIS, sau pentru UV-VIS-IR. Sursele de
lumina UV sunt in general lampile cu deuteriu, cele pentru VIS sunt lampi cu
halogen, iar pentru IR lampi cu incandescenta. Lampile sunt montate de
regula intr-o incinta cu oglinda, lumina fiind trimisa sistemului optic printr-o
fanta [31,32,33].

Spectrofotometrul cu dublu fascicul
In figura 9 este prezentatda schema bloc a unui spectrofotometru cu

dublu fascicul.

Detector
fotoelectric
7 . ‘ PbS
Chopper g‘%\ 7 ol 24
i BT
mecanic \\J” 1o = Monocromatoare
F L N Littrow

- ﬂf TN
Cuva de . agl L \\\\\\\\
masura | T » /5/ \-Lfvwﬁj ! “

oy \?

;'-\.‘-\. /-: .Cli"__,"‘, <J \k/
Sursa de B N \ (/
Lo W J & =
lumina _,‘Eﬂm ,::-\.\?,i C uvi de-
D; sau Hg L referinta

Figura 9. Schema bloc a unui spectrofotometru cu dublu fascicul. (dupa

M. lonica).

De la sursa de lumina se despart doua raze. Cea care trece inspre
panoul frontal al aparatului, traverseaza cuva de masurd si cea de a doua
raza, de referinta, trece prin partea centrala a aparatului.

Cele doua raze sunt preluate alternativ de monocromatoarele Littrow
prin intermediul chopperului mecanic care are o frecventd de 30 Hz. Astfel,
detectorul fotoelectric va primi alternativ lumina furnizata de sursa de lumina
si lumina care a trecut prin proba . Pentru corectia zgomotului generat de
traductorul fotoelectric gi amplificatorul electronic se face o corectie dinamica
a zgomotului generat de partea electronica a spectrofotometrului [31,32].
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3.1.3.Spectrofotometrul cu fluorescen ta

Fluorescenta este proprietatea unor substante de a emite lumina
simultan cu excitarea acestora cu o forma de energie (in acest caz o raza de
lumina de o anumita lungime de unda). Intotdeauna lungimea de unda la care
are loc excitatia este mai mica decat lungimea de unda la care are loc emisia
deoarece energia necesara excitatiei este mai mare decit cea emisa.

Masurarea luminii emise de aceste substante este realizatd de
spectrofotometrele cu fluorescenta [37].

In figura 10 este prezentata schema bloc a unui spectrofotometru cu

fluorescenta.

Ref

Fa¥

1
1

cM| p-F-4--4- -b-M
1

Fl

Figura 10. Schema bloc a spectrofotometrului cu fluorescenta. (dupa

M. lonica).

Descrierea elementelor componente din schema bloc:
S - sursa de lumina, are rolul sa genereze un fascicul luminos de intensitate
constanta.
Clsi C2 — colimatoare, au rolul sa transforme fasciculele divergente de lumina
n fascicule plan-paralele.
F1 — filtrul de excitatie, are rolul de a lasa sa treaca spre proba radiatia
luminoasa cu o anumita lungime de unda care va produce fenomenul de

fluorescenta. La aparatele mai performante acesta este inlocuit cu un
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monocromator care permite baleierea intregului spectru de emisie al sursei de
lumina pentru a putea selecta cu precizie cat mai buna lungimea de unda
necesara excitarii unui anumit compus fluorescent.

CM — camera de masura in care se introduce proba, este in general
confectionata din cuart.

Ref - este traductorul fotoelectric care masoara intensitatea fasciculului de
lumina care a excitat proba.

F2 —filtrul de emisie, care permite trecerea spre detector a radiatiei luminoase
emise de proba in urma excitatiei, deci fenomenul de fluorescenta. Si acest
filtru poate fi de tip monocromator care permite baleerea intregului spectru
UV-VIS pentru a putea stabili cu precizie lungimea de unda la care are loc
emisia, respectiv se va face citirea.

M — traductorul fotoelectric care masoara intensitatea radiatiei luminoase

emise de proba si care este proportionald cu concentratia acesteia [34,35,36].

3.2. Metode cromatografice

Denumirea de cromatografie (IUPAC, 1993) reprezintd concatenarea
cuvintelor grecesti xpwpua: chroma si ypageiv: graphein. Denumirea este
comuna pentru o serie de tehnici de laborator destinate separarii mixturilor de
substante. Acestea sunt in general separate prin interactiunea dintre o faza
mobila Tn care este injectata mixtura si o faza stationara. Prin aceasta
interactiune fizico-chimica moleculele aceleiagi substante sunt separate de
moleculele celorlalte substante si sunt grupate Tmpreuna. Termenul de
cromatografie relativ impropriu pentru metodele moderne, a fost pastrat,
rezultatul separarii consta intr-o curba amplitudine functie de timp, denumita
cromatogramd, care este caracterizata de faptul ca la aparitia unei substante
prezinta o “culme” denumita peak [38,39].

Astfel sunt utilizate tehnicile de cromatografie pe hartie, in gel, lichid-

gaz cromatografia, lichid cromatografia si microelectroforeza capilara. Fiecare
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tehnica prezinta avantaje si dezavantaje insa toate aceste tehnici urmaresc
separarea mixturilor de substante.

Tehnicile de separare pe hartie sau gel, numite si electroforeza, se
bazeaza pe separarea mixturilor sub actiunea unui camp electric aplicat la
capetele hartiei sau a gelului. Acronimul pentru tehnica de cromatografie pe
suport solid este TLC (thin layer chromatography) (IUPAC, 1993).
Substantele migreaza pe suport fiind caracterizate de distanta la care ajung
dupa un timp prestabilit [40,41,42].

3.2.1. Gaz cromatografia

Gaz cromatografia - GLC (Gas-liquid chromatography) (IUPAC, 1993)
este tehnica de separare a mixturilor de substante aflate in stare gazoasa prin
trecerea acestora printr-o coloana de gaz cromatografie avand ca eluent un
gaz — hidrogen, heliu, argon, azot s.a. Gazul se alege in functie de domeniul
de aplicatie al metodei si de tipul de detector utilizat [43,44].

Schema bloc a unui gaz-cromatograf este prezentata in figura 11.

Autosampler [+  Pangude [*
comanddgd | ===
G YRR N control D lgama-d --t4 G i
a H = a |
z ! " I t Hi 4 !
+ P
. il I & A
u > ﬁegulamr n £ H !
N e i = — t a
! debit sau = 0 u
3 presiume || © Cuptor coloand r ¥ i
o t cromatocrafici Inregistrator/ || & ; :
r 0 Integratar P
r Interfatd seniald |
A a
) r
........................... —
, * —— et
Monitor Cotmputer | Imprirrantd

Sistemn de comandi, control, stocarea si prelucrarea

[r— —

Figura 11. Schema bloc a unui sistem de gaz cromatografie. (dupa M. lonica).
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Descrierea elementelor din schema bloc

Butelia de gaz are rolul sa pastreze gazul purtator de inalta puritate la
presiune mare (50 — 200 atm). Regulatorul de debit (sau de presiune) este
ales functie de modul de lucru: la presiune constanta sau la debit constant de
gaz. Are rolul sa reduca presiunea din butelie la presiunea necesara de lucru
(de maxim cateva atmosfere) independent de presiunea de gaz existenta in
butelie Tn orice moment. Regulatoarele de presiune sunt de regula mecanice.
Regulatoarele de debit constant sunt numai electronice si au rolul sa asigure
prin coloana de gaz-cromatografie debitul de gaz prestabilit. Metoda asigura
timpi de retentie perfect reproductibili, deoarece debitul depinde doar de
temperatura injectorului si a coloanei de gaz-cromatografie.

Injectorul are rolul sa primeasca proba (gazoasa sau lichida), sa
evapore probele lichide, sa introduca proba in fluxul de gaz purtator gi
eventual sa elimine solventul in care se afla mixtura lichida.

Sistemele de gaz-cromatografie pot fi echipate cu unul sau mai multe
injectoare.

Autosamplerul - injectorul automat de probe — are rolul sa injecteze
una sau mai multe probe. Acesta asigura pentru toate probele instalate in
carusel acelasi mod de injectare (cantitatea injectata, durata injectarii si viteza
de incarcare a seringii si de injectare), modul de spalare si numarul de
replicare. Autosampler-ul are posibilitatea injectarii probelor fara prezenta
operatorului, rezultatele obtinute fiind interpretate ulterior. [45,46,47]

Injectarea efectuatda de autosampler are avantajul cresterii
reproductibilitatii rezultatelor cantitative, deoarece in cazul injectarii manuale,
eroarea pote ajunge sila 30%. [47]

Coloana de gaz-cromatografie — este un tub din otel sau sticla care are
rolul sa pastreze faza stationara in interiorul acestuia.

Coloanele pot fi impachetate cu diametrul intern de 2 — 4 mm, capilare
cu diametrul intern de 0.25 — 0.5 mm, sau microcapilare, cu diametrul intern <
0.25 mm. Coloanele sunt caracterizate de lungimea lor, care poate fide 1 — 5
m pentru coloanele impachetate si de 7.5 — 120 m, pentru coloanele capilare

si microcapilare.
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Umplutura coloanei, formata din substante care asigura separarea
mixturilor functie de caracteristicile fizico-chimice ale acestora, bazate pe
polaritatea moleculelor, schimbul de ioni pe care-l pot realiza sau a activitatii
optice (coloanele chirale). [48]

Obiectivul coloanei este acela de a separa substantele aflate intr-o
mixtura. Calitatea separarii substantelor poartd denumirea de rezolutie
teoretica Rs (Varian, 1995) si se calculeaza cu relatia 4. In figura 12 sunt

prezentati parametrii care se iau in calculul rezolutiei.[34]

tpo |

TRy

hid| Wo |

Figura 12. Parametrii masurati pentru calculul rezolutiei coloanei

cromatografice. (dupa M. lonica).

ES_ tpy —ip2
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(4)
Unde:
tr — reprezinta timpul de retentie al unei substante
W — latimea peak-ului
Coloanele se mai pot caracteriza si de debitul optim de gaz eluent care
trece prin ele si de temperatura maxima de lucru.
Sistemele de gaz-cromatografie pot fi echipate cu una sau mai multe

coloane, functie de domeniul de lucru al sistemului.
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Detectorul — este un dispozitiv electronic care are rolul sa transforme in
semnal electric prezenta moleculelor in spatiul acestuia. Semnalul electric
este proportional cu cantitatea de substantd prezenta in acel moment in
spatiul de detectie. Functie de principiul de detectie exista urmatoarele tipuri
principale de detectoare de gaz-cromatografie :

- cu ionizare in flacara — FID (flame ionization detector);

- spectrofotometric cu flacara — FPD (flame photometric detector);

- cu captura de electroni — ECD (electron capture detector);

- cu fotoionizare — PID (photo-ionization detector);

- cu azot si fosfor — NPD (nitrogen phosphorus detector);

- cu efect Hall - HECD (Hall electrolytic conductivity detector);

- cu energie termica — TEA (thermal energy analyzer);

- cu spectrometru de masa — MS

- Cu spectrometru cu rezonantd magnetica nucleara — NMR (nuclear
magnetic resonance)

- Cu spectrometru de masa si spectrometru cu rezonanata magnetica
nucleara MS-RMN.

Cu exceptia ultimelor trei detectoare informatiile date cuprind numai
cantitatea si timpul la care au fost eliberate din gaz-cromatograf, denumit gi
timp de retentie.

Ultimele trei detectoare, pe langa cele doua informatii, ofera si
informatii legate de structura chimica a moleculelor prezente in spatiul de
detectie [49,50].

Inregistratorul are rolul sa transforme semnalul electric furnizat de
detector intr-o reprezentare grafica (amplitudine/timp) numita cromatograma,
afisata de regula pe un suport de hartie milimetrica. Integratorul, pe langa
functia inregistratorului, poate efectua si anumite calcule, functie de optiunile
operatorului. Astfel integratorul poate masura timpii de retentie ai peak-urilor,
indltimea si aria acestora, cantitatea de substanta injectata dupa metoda
standardului intern, a standardului extern sau a procentului peak-urilor.

Panoul de comanda si control are rolul sa permita operatorului
programarea parametrilor de lucru ai gaz-cromatografului si controlarea

functionarii ntregii instalatii. Functie de complexitatea sistemului de calcul
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aflat in background, tot de la acest panou pot fi depistate si defectele care pot
sa apara in functionarea partilor componente ale gaz-cromatografului.

Sistemul de comanda, control, stocare si prelucrare a cromatogramelor
este compus de regula dintr-un microcalculator de tip personal, are rolul sa
ofere operatorului o interfatd in limbaj evoluat pentru programarea Si
monitorizarea functionarii gaz-cromatografului si uneori la stabilirea cauzelor
de functionare necorespunzatoare ale acestuia. Avantajele utilizarii sistemului
de calcul extern constau in memorarea programelor de functionare ale
regulatorului de presiune, injectorului, cuptorului, coloanei gaz-
cromatografice, detectorului si autosampler-ului, toate aceste programe
individuale fiind reunite intr-un singur program scris in limbaj evoluat care
poarta numele de metoda de lucru. Pe langa functionarea instalatiei, sistemul
de calcul stocheaza cromatogramele cu toate datele tehnice si pasapoartele
care le nsotesc si efectueaza calcule de cromatografie. De regula calculele
se executa dupa terminarea achizitiei. Metoda de calcul poate fi modificata
oricand, astfel ca in anumite situatii cromatogramele pot fi reprelucrate dupa
alte metode de calcul nou aparute sau imaginate de utilizator. Un alt avantaj
datorat crearii bancii de date de cromatograme consta in posibilitatea
compararii rezultatelor obtinute intre doua sau mai multe cromatograme, in
special pentru sesizarea diferentelor neobservabile de regula la o privire
secventiala a acestora [50].

In figura 13 este prezentatd o cromatograma cu parametrii masurati

care o caracterizeaza.
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Figura 13. Gaz-cromatograma unei mixturi de medicamente.

(dupa M. lonica).
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3.2.2.Lichid cromatografia de tnalt a performan ta

Cromatografia in care faza mobila este un lichid poartda numele de
lichid cromatografie de inalta performanta sau lichid cromatografie de inalta
presiune HPLC (High-performance liquid chromatography sau High pressure
liquid chromatography).

In general un HPLC se configureaza de utilizator pentru a raspunde
cerintelor aplicatiilor specifice activitatii analizate. Fiecare element din schema
bloc poate avea structuri complet diferite, atat functionale, cat si din punct de
vedere al materialelor din care este confectionat [51].

Schema bloc a unui HPLC este prezentata in figura 14.

¥ Femilator : =
Rezervoare | | Punpd de " Coloatd L Dretector
de roh de ¥ presimel M o N crotratograficd -
solventi —»{ lchide dehit 5
f —
L]
L} F ¥
Panon de . |-—I- Injector Iregi strator!
Interfatd seriald | | comandisi | __ | autoratde Integrator
F control probe

[re—————————o

Figura 14. Schema bloc a unui sistem HPLC. (dupa M. lonica).

Descrierea elementelor din schema bloc:

Rezervorul de lichide - are rolul sa pastreze faza mobila utilizata in
sistem. Acesta poate sa fie dotat cu pana la patru rezervoare independente
care pot alimenta pe rand, simultan sau in diferite combinatii si proportii,
pompele de inaltad presiune. Mixtura lichidelor poate avea loc inainte de
intrarea in pompele de inalta presiune, sau la iesirea din acestea.

Pompele de finalt a presiune - au rolul sa asigure un debit sau

presiune constanta coloanei de separare. Numarul acestora este functie de
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modul in care se face mixtura lichidelor utilizate ca faza mobila. Pompele sunt
de tipul aspiro-respingatoare si pot avea unul, doua sau trei capete legate in
paralel.

Daca mixtura se face la joasa presiune, este necesara 0 singura
pompa. Dacd mixtura se face la inalta presiune, sunt necesare atatea pompe
cati solventi sunt utilizatti in timpul lucrului. Metoda mixturii la Tnalta presiune
este mult mai scumpa, dar da o precizie maxima proportiei si gradientului de
utilizare al solventilor. Unele sisteme pentru aplicatii speciale utilizeaza maxim
patru solventi.

Ele se sunt caracterizate de urmatorii parametrii:

- volumul maxim si minim de lucru

- presiunea maxim admisa

- pulsatilitatea introdusa in sistem

- acuratetea gi reproductibilitatea debitului

- acuratetea si reproductibilitatea gradientului

- timpul de schimbare efectiva a gradientului

- compensarea dinamica a compresibilitatii solventilor

- conservarea starii de agregare a solventilor si a impuritatilor dizolvate
n acestia.

Valva sau portul de injectie — are rolul sa intoduca proba in faza
lichida pentru a fi transportata la coloana cromatografica.

Coloana cromatograficd - are rolul sa separe substantele din mixtura
primita la intrare. In functie de principiul de separare sunt mai multe tipuri de
coloane. Principiile de separare sunt urmatoarele :

- separare in faza normala, caracterizata de folosirea unei faze
stationare polare - uzual silicagelul- si a unei faze mobile slab polara -
gruparile polare sunt silanol, sau alte grupari functionale -CN, -NO2, -NH2 ;
rezultatul consta in faptul ca moleculele polare sunt retinute mai mult sau mai
putin, n functie de marimea interactiunii lor cu gruparile polare din faza
stationara; uzual compusii nepolari elueaza primii, urmati de cei polari in
ordinea polaritatii acestora;

- separare in faza inversata (caracterizata de folosirea de faze

stationare nepolare — uzual C18 cu grupéri octadecyl (C18H37) legate la
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suprafata, si variante cu octil sau fenil - si a unei faze mobile polare - metanol,
THF, ACN s.a.) fiind cea mai des utilizata in HPLC ;

- separare prin schimb de ioni (caracterizata de legarea de suportul
mecanic -silicagel sau polimer poros - a unor centri ionici activi) destinata
separararii substantelor ionice;

- separare dimensionala (caracterizata de lipsa interactiilor de natura
fizico-chimica, interactiunile utilizate sunt de natura mecanica; separarea se
bazeaza pe porozitatea fazei stationare; moleculele mari, care nu pot
patrunde in pori, sunt antrenate de faza mobila si elueaza primele; moleculele
mici patrund Tn porozitati si sunt antrenate lent de faza mobila; ordinea de
elutie este de la molecule mari la mici; faza mobila are o importanta
secundara si se alege nu din punct de vedere al timpilor de retentie ci din
punct de vedere al caracteristicilor de solubilitate sau alte propietatilor fizico-
chimice);

- separare prin bioafinitate ( caracterizata de interactiunea legaturilor
moleculare Van der Waals, interactiunii electrostatice, hidrofobe si a
legaturilor de hidrogen ale moleculelor substantei cu faza stationara) utilizata
pentru separarea substantelor biologic active ;

- separare chirala (caracterizata de separarea compusilor aceleasi
substante dupa activitatea optica levo sau dextro-gira) utilizata numai pentru
separarea substantelor racemice.

Indiferent de tipul de umplutura, coloanele mai sunt caracterizate de:
diametrul interior, lungimea acestora si diametrul particulelor fazei stationare
[34,52].

Detectorul

Este dispozitivul electronic care masoara caracteristicile fizico-chimice
ale fazei mobile oferind la iesire un semnal electric proportional cu modificarile
care apar in faza mobila. Dupa principiul de masura, acestea pot fi de tipul:
spectrofotometric UV-VIS care masoara variatiile absorbantei fazei mobile pe
o lungime de unda prestabilita; cu arie de diode care masoara spectrul de
absorbtie al fazei mobile in domeniile UV-VIS; cu masurarea indicelui
diferential de refractie, de fluorescentd, de conductivitate electrica,
electrochimic si spectrometru de masa. Sistemul poate avea unul sau mai

multe detectoare cuplate de regula in cascada, daca metoda de masura este
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nedistructiva, sau in paralel in cazul metodelor de masura distructive
(electrochimic sau spectrometrul de masa). Este caracterizat de sensibilitate
si de domeniul raspunsului liniar functie de cantitatea analitului.

Inregistratorul are rolul sa transforme semnalul electric furnizat de
detector intr-o reprezentare grafica (amplitudine/timp) numita cromatograma,
afisata de regula pe un suport de hartie milimetrica. Integratorul, pe langa
functia inregistratorului, poate efectua si anumite calcule, functie de optiunile
operatorului. Astfel integratorul poate masura timpii de retentie ai peak-urilor,
indltimea si aria acestora, cantitatea de substanta injectata dupa metoda
standardului intern, a standardului extern sau a procentului peak-urilor.

Sistemul de comanda, control, stocare si prelucrarea cromatogramelor
este compus de regula dintr-un microcalculator de tip personal, are rolul sa
ofere operatorului o interfatda in limbaj evoluat pentru programarea $i
monitorizarea functionarii lichid-cromatografului si uneori la stabilirea cauzelor
de functionare necorespunzatoare ale acestuia.

Rezultatul analizei consta in afigsarea functiei amplitudine-timp data de
detector, functie numita prin traditie lichid cromatograma sau cromatograma,

asupra careia pot fi aplicate mai multe prelucrari matematice [53,54].
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4. Principii de chimioterapie antineoplazic  a.
Elemente de farmacologia unor compu  Si

citostatici

Chimioterapia, sau tatamentul medicamentos sistemic al cancerului, s-
a dezvoltat dupa 1950 si in special in ultimele trei decenii. Termenul de
chimioterapie, introdus de Erlich la inceputul secolului XX , s-a referit initial la
folosirea de substante chimice n tratamentul bolilor parazitare, dar ulterior a
devenit sinonim cu tratamentul medical al cancerului. Chimioterapia se
bazeaza pe aplicarea unor medicamente care prin interferarea lor cu
metabolismul celular si citoliza produsa, duc la inhibitia cresterii tumorale.
Aplicarea clinica a chimioterapiei este conditionatd de proprietatile
farmacologice ale citostaticelor, ca si o serie de factori biologici tumorali si ai
organismului bolnavului.

Medicamentele citostatice actioneaza asupra diferitelor faze ale
metabolismului celular, avand ca rezultat producerea de leziuni de intensitate
si gravitate diferite, care culmineaza cu moartea celulelor respective. Tinta de
electie a actiunii citostaticelor este constituitéd de celulele tumorale, deoarece
numai prin distrugerea lor se poate obtine vindecarea, dar inca nu s-a ajuns la
un asemenea grad de selectivitate. Din pacate, efectele citotoxice se produc
n toate celulele, fie normale sau tumorale. Distrugerea celulelor normale se
manifesta prin efecte toxice in special in tesuturile si organele cu rata mare de
diviziune celulara: maduva osoasa hematopoetica, intestin, ficat, rinichi.

Efectul medicamentelor citostatice depinde de modul lor biochimic de
actiune, ceea ce le confera o anumita specificitate in raport cu ciclul celular,
criterii pe care se bazeaza si clasificarea lor. Dupa modul lor de actiune
biochimica, se descriu urmatoarele grupe de citostatice si principalii lor
reprezentanti (tabel I) [55,56].
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Tabel I. Clasificarea medicamentelor citostatice.

Mecanism de actiune

Reprezentanti mai importanti

Agenti alchilanti

Ciclofosfamida,
Ifosfamida si alte azot
iperite

Nitrozoureea
Melphalan

Busulphan
Procarbazina

Tio-tepa

Antimetaboliti

Metotrexat
5 — fluorouracil
Citozin — arabinozid

Analogi purinici

Produsi naturali vegetali cu efect

antitumoral

Alcaloizi de Vinca

Podofilotoxina

Antibiotice antitumorale

Antracicline
Bleomicina
Actinomicina D

Mitomicina

Enzime

L - asparaginaza

Agenti electrofilici (complexe de

platind)

Cisplatin
Carboplatin
Oxaliplatin

In continuare vor fi prezentate date de farmacologia unor citostatice

care sunt tratate pe larg in prezenta lucrare.
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4.1. Melphalanul

Melphalanul este un derivat fenilalaninic de mecloretamina cu efect
alchilant. Are formula moleculara: C,3H18CI,N2O,, avand denumirea IUPAC:
2-amino-3-[4-[bis(2-chloroethyl)amino]phenyl] - propanoic acid. Structura

chimica este aratata n figura 15 . Denumire comerciala : Alkeran.

i
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Figura 15. Melphalanul — structura.

Indica tii:

Este indicat Tn tratamentul mielomului multiplu si al adenocarcinomului
ovarian avansat. Melphalanul este eficient Tn tratamentul pacientilor cu
policitemia vera. Melphalanul a fost utilizat ca adjuvant in tratamentul
chirurgical al carcinomului de san.

Mod de ac tiune:

Melphalanul este un agent alchilant bifunctional.

Farmacocinetic a:

Absorbtia melphalanului a fost variabila la 13 pacienti care au primit
oral doze de 0,6 mg/kg corp, prima aparitie a medicamentului in plasma
(limite 0-336 minute) si nivelul maxim al concentratiei plasmatice (limite 70-
630 ng/ml). Timpul de injumatatire plasmatica este de 90 +/- 57 minute, iar
recuperarea in urind este de 11% timp de 24 ore. Datele farmacocinetice

referitoare la rolul rinichiului in eliminarea Melphalanului sunt echivoce.

Administrare:
Absorbtia Melphalanului dupa administrare orala este variabila. Dozele
trebuie crescute cu grija pana apar primele semne de mielosupresie, pentru a

se asigura atingerea unui nivel terapeutic eficient. Mielom multiplu:
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numeroase scheme terapeutice au fost utilizate, dar este recomandabil sa se
consulte literatura de specialitate pentru detalii. Administrarea de Melphalan si
Prednison este mai eficienta decat administrarea de Melphalan in
monoterapie. Adenocarcinom ovarian: regimul tipic de dozaj este de 0,2
mg/kg corp/zi timp de 5 zile. Acesta se repeta la intervale de 4-8 saptamani,
sau imediat ce maduva osoasa s-a refacut. Carcinom de san avansat:
Alkeran a fost administrat oral in doze de 0,15 mg/kg corp, sau de 6mg/m2
suprafata corporala/zi timp de 5 zile si repetat la intervale de 6 saptamani.
Policitemia vera: Pentru inductia remisiunii doza obignuita este de 6-10 mg/zi
timp de 5-7 zile, urmata de administrarea a 2-4 mg/zi, pana se obtine un
control satisfacator al bolii. Tratamentul de intretinere se face cu doze de 2-6
mg pe saptamana. In timpul terapiei de intretinere controlul hematologic atent
este esential pentru ajustarea dozelor in functie de rezultatele
hemoleucogramei.

Siguran ta Tn utilizare:

Alkeran este un agent citotoxic activ care trebuie folosit numai sub
controlul direct al medicilor cu experientd Tn administrarea unor astfel de
tratamente.

Utilizarea Tn siguranta a Alkeran tablete se va face dupa regulile
generale de precautie in cazul medicamentelor citotoxice.

Mutageneza: Alkeran are efecte mutagene la animale, iar la pacientii
tratati s-au observat aberatii cromozomiale. Carcinogeneza: Melphalanul, ca
si ceilalti agenti alchilanti, poate fi leucemogen la om. S-au raportat cazuri de
leucemie acuta dupa tratamentul prelungit cu Melphalan, pentru afectiuni cum
ar fi amiloidoza, melanomul malign, macroglobulinemia, sindromul de
aglutinare la rece si cancerul ovarian. Un studiu comparativ la pacientele cu
cancer ovarian, care au primit agenti alchilanti fata de cele care nu au primit,
a demonstrat ca folosirea agentilor alchilanti, inclusiv a Melphalanului, creste
semnificativ  incidenta leucemiei acute. Teratogenicitate: Potentialul
teratogenic al Alkeran nu a fost studiat. Avand in vedere proprietatile
mutagenice si similitudinea structuralda a compusilor teratogenici, este posibil
ca Melphalan sa poata cauza defecte congenitale la produsul de conceptie al
pacientilor tratati. Utilizarea Melphalanului trebuie evitata pe cat posibil in

cursul sarcinii, Tn mod particular in timpul primului trimestru de sarcina. In
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orice caz potentialul risc pentru fat trebuie evaluat in raport cu beneficiul
pentru mama.

Reactii adverse:

Cel mai frecvent efect secundar este depresia maduvei osoase,
asociata cu leucopenie si trombocitopenie. Reactii gastrointestinale (greata si
varsaturi) au aparut pana la 30% din pacientii care au primit Alkeran.
Stomatita apare rar dupa tratamentul cu Alkeran. Foarte rar au fost rapoarte
cazuri de fibroza pulmonara fatala si anemie hemolitica aparute dupa

tratamentul cu Melphalan. Alopecia a fost raportata, dar este rara. [55-59]

4.2. Doxorubicina

Doxorubicina este o antraciclina sintetizata de Streptomyces Peucetiu,
avand in structura un nucleu antrachinonic plan atasat la un zahar aminat.
Este un antibiotic antitumoral. Formula moleculara a doxorubicinei este:
Co7H29NO71, avand denumirea IUPAC:(8S,10S)-10-(4-amino-5-hydroxy-6-
methyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-6,8,11-trihydroxy-8-(2-hydroxyacetyl)-1-
methoxy-7,8,9,10-tetrahydrotetracene-5,12-diona.  Structura chimica este

prezentata in figura 16. Denumire comerciala: Doxorubicin.

o 2 o

J-LV-HH

Figura 16. Doxorubicina — structura.
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Indica tii:

Doxorubicin este eficient terapeutic in regresia diverselor maladii
neoplazice: leucemie limfoblastica, leucemie mieloblastica acuta, tumoare
Wilms, neuroblastom, osteosarcoame si sarcoame ale tesuturilor moi,
carcinom de san, ovarian, pulmonar, carcinomul vezicii biliare, carcinom
tiroidian, limfoame Hodgkin si non- Hodgkin. Administrat pe cale intravezicala,
Doxorubicin este eficient in tumorile vezicale superficiale, atat ca tratament
adjuvant dupa rezectia transuretrala, cat i ca tratament propriu-zis.

Mod de ac tiune:

Mecanismul de actiune al clorhidratului de doxorubicin, incomplet
elucidat se refera la capacitatea de a forma legaturi cu ADN-ul si de a inhiba
sinteza acizilor nucleici.

Farmacocinetic a:

Studiile de farmacocinetica arata ca dupa administrarea intravenoasa
de clorhidrat de doxorubicina radiomarcata este urmata de scaderea rapida a
nivelelor serice datorita legarii semnificative de tesuturi. Eliminarea pe cale
urinara, evidentiata prin metoda fluorimetrica, reprezinta aproximativ 4-5% din
doza administrata in cinci zile. Calea principala de eliminare este calea biliara,
40-50% din doza administrata regasindu-se in bila sau fecale sapte zile
postadministrare.

Administrare:

Doxorubicin se administreaza pe cale intravenoasa si, n cazul
tratamentului locoregional al tumorilor de uroteliu pe cale intravezicala, prin
intermediul unui cateter. Administrarea intravenoasa: in monoterapie, doza
recomandaté la adulti este de 60-75 mg/m?administrata intravenos la interval
de 21 de zile. Doza recomandata se poate administra in priza unica sau
divizata pe parcursul a 2-3 zile consecutive. Doza cumulativa maxima
administratd pe cale intravenoasd este de 550 mg/m?. In polichimioterapie, in
asociere cu agenti chimioterapeutici cu actiune mielosupresiva, Doxorubicin
se administreaza in doze uzuale de 25-50 mg/m? la interval de 3-4 saptamani.
Administrarea intravezicala: doza de Doxorubicin recomandata pentru
administrare locala (intravezicala) este de 30-50 mg/instilare, la intervale care

variaza de la o saptamana la o lund. In functie de scopul terapeutic,
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profilactic sau curativ, frecventa administrarii si durata tratamentului cu
Doxorubicin sunt stabilite de catre medic.

Siguran ta Tn utilizare:

Pe perioada primei cure de tratament se impune 0 supraveghere
atenta gi frecventa a pacientului. De aceea se impune spitalizarea pacientilor
cel putin in prima faza a tratamentului cu Doxorubicin. Ca si in cazul
tratamentului cu alti agenti citotoxici, clorhidratul de doxorubicin poate induce
hiperuricemie secundara determinata de liza rapida a celulelor neoplazice.
Datorité incidentei crescute a depresiei medulare, se impune monitorizarea
numarului leucocitelor, eritrocitelor si trombocitelor. Toxicitatea hematologica
poate necesita reducerea dozelor de Doxorubicin sau intreruperea
tratamentului. Mielodepresia severa persistenta poate determina suprainfectii
si/sau hemoragii. De asemenea clorhidratul de doxorubicin determina
cresterea toxicitatii radioterapiei asupra miocardului, mucoaselor, pielii si
ficatului. Datorita cresterii toxicitatii dozelor uzuale recomandate in cazul
producerii insuficientei hepatice, Tnainte de Tinceperea tratamentului i
eventual in timpul acestuia se recomanda efectuarea de examene de
laborator de rutina (SGOT, SGPT, fosfataza alcalina, bilirubina, BSP), pentru
a controla functia hepatica. In scopul evitarii contactului solutiei de
Doxorubicin cu pielea, la prepararea solutiei medicamentoase se recomanda
utilizarea manusgilor de protectie. In caz de contact accidental, se va proceda
imediat la spalarea atenta cu apa si sapun.

Reactii adverse:

Reactile adverse majore, limitante ale dozelor de Doxorubicin
administrate sunt: mielosupresia si cardiotoxicitatea. Reactii adverse
cutanate: Cel mai frecvent efect advers este alopecia, care se manifesta la
aproximativ 85% din cazurile tratate. Reactii adverse gastrointestinale: greturi
si varsaturi acute se pot produce frecvent si pot fi severe. Mucozite (stomatita
si esofagita) se pot manifesta la aproximativ 5-10 zile de la inceperea
tratamentului. Pot fi grave, conducand la ulceratii gi reprezinta originea
infectiilor severe. Ulceratiile si necrozele colonului, in special ale cecum-ului,

conduc la sangerare sau la infectii severe care pot fi letale [55,56,59,60].
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4.3. Metotrexatul

Metotrexatul este cel mai utilizat antagonist al acidului folic, diferind
structural de acesta prin substituirea unui grup amino cu un grup hidroxil in
pozitia 4 a inelului pteridinic. Astfel metotrexatul devine un inhibitor al
dihidrofolat-reductazei, enzima care determina mentinerea folatului
intracelular in stare redusa, aceasta fiind implicata in sinteza nucleotidelor
purinice. Formula moleculara a metotrexatului este: CyH22NgOs, avand
denumirea IUPAC: (2S)-2-[(4-{[(2,4-diamino-7,8-dihydropteridin-6-yl)methyl]
(methyl)amino}phenyl) formamido] pentanedioic acid. Structura chimica este
prezentata in figura 17. Denumire comerciala: Methotrexat.

H
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Figura 17. Metotrexat — structura.

Indica tii:

Metotrexatul prezintd o specificitate deosebit de ridicata fata de
corioepiteliom, in care asigura un procent ridicat de vindecari, chiar in stadii
avansate. Mai este indicat in limfosarcoame (in special la copii), in unele
tumori inoperabile ale capului si gatului, de asemenea, ih mycosis fungoides.

Poate fi folosit ca tratament paleativ in leucemia acuta si subacuta, cu efecte
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dintre cele mai favorabile in leucemia limfoblastica acuta, in particular Tn
meningitele leucemice, in special la copii (administrat intratecal).

Mod de ac tiune:

Metotrexatul este un antineoplazic citostatic, actionand ca antimetabolit
al acidului folic, printr-un mecanism de inhibitie competitiva a reductazei
acestuia, mecanism prin care interfereaza cu sinteza de novo a acizilor
nucleici i cu replicarea celulara la nivelul tesuturilor cu proliferare activa.

Farmacocinetic a:

Dupa administrarea orala, in doze mici, metotrexat este rapid absorbit
din tractul gastrointestinal. Dozele mai mari sunt mai putin bine absorbite. Prin
administrare parenterala este complet si rapid absorbit. Substanta se elimina
la nivel renal, Tn proportie de aprox. 80% in 24 de ore. Administrarea repetata
a preparatului mareste remanenta sanguina a acestuia, ca urmare a unei
acumulari in tesuturi. Metotrexatul nu traverseaza practic, bariera
hematoencefalica, dar prin administrare intrarahidiana, se pot realiza
concentratii ridicate n lichidul cefalo-rahidian.

Administrare:

Parenteral: intramuscular, intravenos, intraarterial si intratumoral.
Tratamentul initial se aplica numai la bolnavi spitalizati, sub control zilnic
riguros al tabloului sanguin. In corioepiteliom (si in tumorile trofoblastice
inrudite) se utilizeaza serii de tratament de céate 5 zile, administrandu-se zilnic
cate 5-10 mg (doza totald 25-50 mg) in injectii intramusculare. In leucemii,
doza unica la copiii mici este de 1,25-2,5 mg, la copii mai mari 2,5-5 mqg iar la
adulti 5-10 mg; aceste doze se administreaza de 3-6 ori pe saptamana in
functie de toleranta individuala gi de gravitatea bolii. In meningitele leucemice
se administreaza intratecal, 0,2-0,4 mg/kg corp, 0 singura data sau de mai
multe ori, la interval de 2-7 zile, pana la normalizarea citologiei lichidiene. In
limfoamele maligne ne-Hodgkiniene se administreaza 3 g/m? la intervale de o
lund. Doze de 300 mg - 10 g/m? sunt uneori utilizate, dar numai cu
administrare concomitenta de acid folinic si asigurarea unei hiperdiureze
alcaline (in servicii foarte specializate). Oral: in coriocarcinoame, se
efectueaza in mod uzual o cura de 2,5-10 mg/zi (1-4 comprimate), timp de 5

zile.
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Siguran ta n utilizare:

Poate genera anomalii congenitale; tulburari functionale hepatice sau
renale, precum si afectarea maduvei hematogene. Metotrexatul este
teratogen si mutagen.

Reactii adverse:

Reactii ale pielii (rash eritematos, prurit, urticarie, fotodermatoza,
depigmentare, alopecie, acnee), ale sangelui (deprimarea maduvei
hematogene, leucopenie, trombopenie, anemie, hipogamaglobulinemie,
sangerari cu sediu variabil, septicemie), ale aparatului digestiv (gingivite,
faringite, stomatite, anorexie, varsaturi, diaree, hematemeza, melena, ulceratii
gastrointestinale sangerande, enterite, modificari toxice ale ficatului), ale
aparatului uro-genital (insuficienta renala, azotemie, cistitd, hematurie;
ovogeneza si spermatogeneza imperfecta, oligospermie tranzitorie,
dismenoree , sterilitate, nefropatii grave) si ale sistemului nervos central
(cefalee, ameteli, tulburari vizuale, afazie, hemipareza, convulsii dupa
administrarea intrarahidiana. De remarcat este faptul ca fenomenele toxice
ale produsului debuteaza mai ales prin stomatita, gingivite si diaree
[55,56,59,61]

4.4. Ciclofosfamida

Ciclofosfamida este un derivat de mecloretamind cu proprietati
alchilante.

Formula moleculara a ciclofosfamidei este: C;H;5CI,N,O,P avand
denumirea IUPAC: N,N-bis(2-chloroethyl)-1,3,2-oxazaphosphinan-2-amine 2-
oxid. Structura chimica este prezentata in figura 18. Denumire comerciala:

Ciclofosfamid, Endoxan.
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Figura 18. Ciclofosfamida — structura.

Indica tii:

Afectiuni mieloproliferative, limfoproliferative si neoplasme cu diferite
localizari. Ca antineoplazic, este indicat in: limfoame, incluzand limfomul
Burkitt; boala Hodgkin; leucemii acute si cronice; mielom multiplu; mycosis

fungoides in stadiu avansat; unele tumori solide.

Mod de ac tiune:

Ciclofosfamida este un antineoplazic facand parte din clasa agentilor
alchilanti, derivati de azotiperita. In organism, se transforma prin metabolizare
la nivelul microsomilor hepatici in metaboliti activi cu proprietati similare
azotiperitei. Produsul este mai putin toxic decat congenerii de azotiperita i
alti agenti alchilanti si este eficient atat prin administrare orala, cat si
parenterala.

Farmacocinetic a:

Dupa administrare orala sau parenteralda, ciclofosfamida se
metabolizeaza la nivelul ficatului in metaboliti activi, din care 50% se leaga de
proteinele plasmatice. Sub aceasta forma este transportata la tesuturi unde
realizeaza o concentratie maxima eficienta terapeutic. Timpul de Thjumatatire
plasmatica a ciclofosfamidei este de 9 ore. Se elimina renal nemodificata
chimic in proportie de 30% fiind prezenta in urind la 72 de ore de la
administrare.

Administrare:

Produsul se administreaza intravenos prin injectii sau perfuzii,

intramuscular, intraarterial, intrapleural, intraperitoneal. Sunt de preferat caile
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de administrare care sa asigure transportul substantei la nivel hepatic pentru
metabolizare.

Dozele pentru tratamentul neoplasmelor la aduti pot fi: 2,6 mg/kg/zi, in doza
unica i.v. sau 10-16 mg/kg/saptamana. La copii, in cazul neoplasmelor,
dozele sunt: 2-8 mg/kg/zi, i.v.

Siguran ta n utilizare:

Carcinogeneza, mutageneza, teratogeneza: neoplasme secundare
urinare, medulare si limfatice pot sa apara la pacientii tratati anterior cu
ciclofosfamida. Deasemenea a fost descris efectul leucemogen al
ciclofosfamidei.

Reactii adverse:

In ordinea descrescatoare a incidentei, pot sa apara:
Aparat reproductiv: sterilitate la ambele sexe, uneori reversibila; amenoree si
fiboroza ovariana; oligospermie sau azoospermie, fara alterarea libidoului.
Aparat digestiv: greata, voma, anorexie, stomatite, mai rar dureri abdominale,
diaree, colite hemoragice, care dispar la Tintreruperea tratamentului.
Sange: leucopenie, in functie de doza - valori mai mici de 2 000 celule/mm?®
apar la doze initiale mari; ocazional anemie si trombocitopenie.
Aparat urinar: cistita hemoragica, uneori fatala; fibroza vezicii urinare,
reversibile la incetarea tratamentului. Infectii si diminuarea raspunsului la
testele cutanate de hipersensibilizare prin efectul imunodepresor al
produsului.

Aparat respirator: fiboroza pulmonara. Modificari metabolice: hiperuricemie prin
cresterea catabolismului purinic, cresterea eliminarii sodiului si mixedem la
doze mari de produs. [55,56,59,62]

4. 5. Ifosfamida

Ifosfamida este un izomer al ciclofosfamidei, sintetizat in Germania n

1960, care difera de aceasta prin mutarea unui radical cloroetil la azotul

44

BUPT



inelului oxafosforic. Are actiune alchilanta. Formula moleculara a Ifosfamidei
este: C;H15CILN2O,P, avand denumirea IUPAC: (RS)-3-(2-Chlorethyl)- 2-[(2-
chlorethyl)amino]- 2H-1,3,2-oxazaphosphinan-2-oxid. Structura chimica este

prezentata in figura 19. Denumire comerciala:Holoxan.

O H
O\Ilzll’/N\/\Cl
N
\/\CI

Figura 19. Ifosfamida — structura.

Indica tii:

Este indicat Tn tumorile inoperabile sensibile la ifosfamida, cum sunt:
carcinomul bronsic, carcinomul ovarian, tumorile testiculare, sarcoamele
tesuturilor moi, cancerul mamar, carcinomul pancreatic, carcinomul
endometrial, limfoamele maligne.

Mod de ac tiune:

Este asemanator cu cel al ciclofosfamidei. Ifosfamida sufera o
hidroxilare hepatica mai lentd in etapa initiala si o ratd mai mare de
decloretilare a lantului alchilant, ceea ce determina scaderea marcata a
efectului alchilant.

Farmacocinetica:

Dupa administrare, se absoarbe in proportie de 100% si are un timp de
injumatatire plasmatica de 5-6 ore. Transformarea metabolica este identica cu
cea a ciclofosfamidei. Aproximativ 50% din ifosfamida se elimina renal
nemodificata.

Administrare:

In general Holoxan se administreaza intravenos in doze divizate de 1,2
- 2,4 g/m? suprafata corporala (pana la 60 mg/kg corp) zilnic, timp de 5 zile
consecutiv (durata acestor perfuzii este de 30 - 120 min, depinzand de
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volumul de perfuzat. Holoxan poate fi administrat si in doza unica, de obicei
sub forma de perfuzie prelungita timp de 24 ore. Doza administrata este de 5
g/m? suprafata corporala (125 mg/kg corp) si nu trebuie sa depageasca 8
g/m? suprafata corporala (200 mg/kg corp) pe ciclu terapeutic. Administrarea
in doza unica poate produce efecte hemato-, nefro-, uro- si neurotoxice
crescute. Se va acorda o deosebita atentie solutiei de ifosfamida, care nu va
trebui sa depaseasca 4%. In terapia combinata cu alte citostatice, dozele de
ifosfamida trebuie adaptate tipului de schema terapeutica. Observatii: datorita
urotoxicitatii sale, ifosfamida trebuie administrata Tn principiu impreuna cu
mesna.

Ciclurile terapeutice se pot repeta la fiecare 3-4 saptamani. Aceste
intervale vor depinde de numarul leucocitelor si de recuperarea pacientului in
urma unor efecte secundare. Administrarea de uroprotectori de tipul mesna
(Uroprotector, Uromitexan) va trebui mentinuta. Determinarea la intervale
regulate a numarului de leucocite, a functiei renale si analiza urinei inclusiv
examinarea sedimentului urinar sunt absolut necesare.

Siguranta in utilizare:

Carcinogeneza, mutageneza, teratogeneza: neoplasme secundare
urinare, medulare si limfatice pot sa apara la pacientii tratati cu ifosfamida.

Reactii adverse:

Pacientii care efectueaza tratament cu Holoxan pot acuza urmatoarele
reactii adverse: Mielosupresie - pot aparea diferite grade de mielosupresie
(leucopenie, trombocitopenie, anemie) depinzand de doza de ifosfamida. De
obicei trebuie luate in considerare leucopenia (cu riscul infectiilor potential
letale) si trombocitopenia (cu riscul hemoragiilor). Anemia apare de obicei
dupa mai multe cicluri de chimioterapie. Tratamentele in care ifosfomida se
combina cu alti agenti mielosupresori pot necesita ajustarea dozei.
Tratamentele in doza unica, cu o cantitate crescuta de ifosfamida conduc mult
mai frecvent la leucopenie decéat tratamentele cu doze fractionate. Se poate
prevedea o mielosupresie mai accentuata la pacientii anterior tratati (chimio-
sau radioterapic) sau la cei cu insuficienta renala. In cazul tratamentului cu
ifosfamida, ca si cu oricare alt agent antineoplazic, precum si in intervalele

dintre ciclurile de chimioterapie, trebuie efectuata numaratoarea leucocitelor si
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formula leucocitara. Depinzand de tabloul hematologic, se vor face ajustarile

necesare ale dozei de Holoxan [55,56,59,63].

5. Masurarea si erorile de m asurare

5.1. Importan ta si scopul teoriei erorilor de

masurare

Problema aproximarilor, erorilor si deci a preciziei legate de calculul
numeric a prezentat din totdeauna o importanta deosebita in inginerie, stiinta
si matematica aplicata. O recunoastere a acestui fapt este si aceea ca toate
lucrarile de baza din domeniile amintite acorda atentia cuvenita preciziei
calculelor.

Activitatea concreta a omului nu poate fi imaginata fara solutionarea de
probleme, presupunand aspecte de aproximare, de erori si de precizie.

Calitatea informatiilor obtinute din masuratori este functie directa de
volumul observatiilor si precizia aparatelor si instrumentelor de masurat. Se
impune asadar, ca pornind de la scopul pentru care sunt efectuate
masuratorile sa se stabileasca valorile corespunzatoare ca marime si ca
precizie, luand Tnsa in considerare aspectul economic referitor la volumul
observatiilor, necesar si suficient, care se impune [64,65].

Daca o marime se masoara de mai multe ori, de fiecare data se obtine
o alta valoare chiar daca masuratorile se desfasoara in aceleasi conditii de
catre acelasi operator si cu instrumente de mare precizie. Cauza acestor
nepotriviri de valori se datoreaza erorilor care afecteaza intotdeauna o
masuratoare, facand ca valoarea adevarata a marimii masurate sa nu poata fi
cunoscuta niciodata.

Practic neputand fi determinata valoarea adevarata a marimii masurate
se determina o valoare apropiata de cea adevarata intr-un grad mai mare sau

mai mic functie de scopul pentru care se executa masuratorile. Apropierea
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marimii determinate fatd de valoarea adevarata a acesteia caracterizeaza
precizia determinarii.

Gasirea unei solutii optime pentru o operatie de masurare nu este o
problema simpla deoarece trebuie luate in considerare o serie de factori. Cel
mai important este insa criteriul dat de eroarea de masurare care determina
cerintele economice si tehnice puse in fata instrumentului de masurare
[66,67].

5.2. Considera tii generale privind procesul de

masurare

Mé&surarea este prin excelentd o activitate umana. in sensul cel mai
general prin masurare se cauta obtinerea unei informatii de un caracter
deosebit — informatia de masurare — de la obiectul, fenomenul sau procesul
investigat.

Masurarea este operatia de evaluare cantitativa a unei marimi pe cale
experimentala, prin compararea directa sau indirecta cu o marime de aceeasi
natura ce reprezinta un reper dintr-o scara [66].

Cu alte cuvinte, marimii de masurat M 1i corespunde un multiplu M, al

unitatii de masura U.

M:Mm[U (5)

Ecuatia (5) reprezinta ecuatia fundamentala a masurarii.

Prin marime se intelege o anumita proprietate, caracteristica sau
atribut al unui material, fenomen sau proces, care este bine definit si care
poate varia cantitativ.

Marimea de masurat este un parametru fizic care poate fi evaluat prin
masurare, comparare sau reperare, exprimandu-se intotdeauna sub forma
numerica.

Unitatea de masura este marimea care serveste ca masura de baza
pentru toti parametrii de acelasi fel. Materializarea fizica a unitatii de masura

este etalonul.
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O marime poate fi considerata principial masurabila daca sunt
Tndeplinite urmatoarele doua premise fundamentale:

- marimea sa fie observabila (conditie necesara);

- pentru marimea respectiva poate fi construita o scala de

masurare (conditie suficienta).

O marime principial masurabila devine practic masurabila daca pentru
aceasta a fost construita o scala adecvata de masurare si au fost create
conditile necesare realizarii practice a observabilitati, ceea ce Tn cazul
masuratorilor instrumentale inseamna existenta unor traductoare capabile sa
preleveze un semnal purtator al informatiei de masurare.

Pentru a putea efectua masurarea cele doua premise fundamentale
devin:

- marimea de masurat trebuie sa fie definita univoc; ea trebuie
sa constituie o multime ordonabila, adica o multime in care sa
se poata defini relatile de egal, mai mic si mai mare, intre
elementele ej;

- unitatea de masura trebuie sa fie stabilitd printr-o conventie,
astfel incat sa poata fi determinata cu precizie, reprodusa si
pastrata cu usurinta [66].

In conformitate cu cele de mai sus, considerand masurandul o multime
de definitie, finitda sau infinita, {M} ale carei elemente M; € {M} corespund
starilor posibile in care se poate gasi caracteristica ce constituie obiectul
masurarii, se poate introduce urmatorul model matematic al procesului de
masurare. Daca {Y} este o multime de numere reale care permite ca prin
intermediul unor proceduri speciale — proceduri de scalare — sa se evidentieze
una sau mai multe functii de scalare (f), avand proprietatea ca fiecarui
element M; € {M} sa ii puna in corespondenta un anumit Y; € {Y}, atunci
procesul propriu-zis de masurare consta in identificarea corespondentului M;
prin functia f. Informatia de masurare este deci un tip specific de informatie,
continand rezultatul identificarii unui masurand prin intermediul unei functii
scalare adecvate.

Se poate afirma ca rolul tehnicii masurarilor nu se rezuma doar la

obtinerea unor informatii cantitative cu privire la procesele examinate ci are un

49

BUPT



rol important si in procesul cunoasterii propriu-zise, contribuind la stabilirea
unor legitati exprimate sub forma matematica. [68,69]

Procesul de masurare definit conform relatiei (5) se poate reprezenta in
mod idealizat printr-o schema bloc (figura 20) din care rezulta ca neglijand

influentele parazite, valoarea masurata sau rezultatul masurarii este influentat

Etalon
)

doar de masurand si etalon.

%] ijlocul I
Proces = | de mé 5
Marimea de £ IHasurare WValoarea
tnAsurat rdicats

Figura 20. Schema bloc pentru operatia de masurare ideala

In figura 21 este prezentatd schema bloc a unui sistem de masurare

real.
7 (etalomn) .
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Figura 21. Schema bloc a unui sistem de masurare real

Informatia despre marimea de masurat, caracteristica unui proces
oarecare este prelucrata in instalatia de masurare si redata de dispozitivul de
indicare [70,71].

Stabilirea corespondentei dintre valoarea masurandului gi unitatea de
masura se face cu ajutorul unui mijloc de masurare, care poate fi definit ca

fiind un mijloc tehnic pentru obtinerea, prelucrarea, transmiterea si stoparea
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unor informatii de masurare, permitand obtinerea unei informatii dependente
de marimea de masurat, accesibila simturilor noastre sau compatibild cu
anumite sisteme de prelucrare a datelor.

Instrumentul de masurare cuprinde totalitatea elementelor conectate in
cadrul lantului de masurare (traductoare, amplificatoare, calculatoare, etc.) cat
si un dispozitiv de redare (indicare) a rezultatului masurarii. in cel mai simplu
caz un instrument de masurare se reduce la un aparat de masurare sau o
masura (etalonul) care materializeaza unitatea de masura a unei marimi.

Un sistem de masurare reprezinta o succesiune de mijloace tehnice cu
ajutorul carora se face operatia de masurare. Schematic un sistem de

masurare real cuprinde elementele prezentate in figura 22.

Sursd auziliard

W

Captator
cu traductor

W

Fenomen fizic

W

Miloc de J Mijloc de o Mifloc de o Mijloc de

transformare | prelucrare - analizi "l prezentare
W
Operator
umarn

Figura 22. Schema unui sistem de masurare

Dintre toate sistemele de masurare s-au impus lanturile de masurare
electrice, la care transmiterea, prelucrarea, analiza si prezentarea semnalului

se face pe cale electrica.

Cele mai evoluate sisteme de masurare sunt sistemele computerizate
pentru achizitii de date [72,73].

Sistemele computerizate pentru achizitia date s-au impus datorita

avantajelor pe care le prezinta:

- pastrarea preciziei semnalului pe parcursul prelucrarii sale in
latul de masurare (caracteristica sistemelor digitale fata de cele

numerice);
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eliminarea greselilor de citire analogica datoratd conditiilor
specifice de iluminare, contrast, etc.;

micsorarea erorii de citire in regim dinamic;

in transmiterea semnalelor numerice se evita aparitia unor
erori suplimentare;

posibilitatea stocarii si prelucrarii mult mai facile si mai
complexe a rezultatelor experimentale;

flexibilitatea si portabilitatea sporite, prin reconfigurarea
sistemelor computerizate in functie de tipul semnalelor

provenite de la traductoare.

Dupa modul de prezentare al masuratorilor care se efectueaza pentru

a deduce valorile marimilor ce intereseaza, se pot distinge trei feluri de

masuratori:

masuratori directe — fiecare din masuratori reprezinta valoarea
marimii masurate;

masuratori indirecte — fiecare din masurarile facute contribuie
la determinarea mai multor marimi care nu se masoara in mod
direct; acestea sunt legate de marimile masurate direct prin
relatii matematice;

masuratori conditionate — reprezintd un caz particular de
masuratori directe si anume cand marimile masurate direct nu
sunt marimi independente, ci sunt legate prin anumite relatii de

conditie.

In raport cu conditile in care sunt executate, masuratorile pot fi de

doua tipuri:

masuratori de aceeasi precizie — cand , de exemplu, in cazul
masuratorilor directe, acestea s-au efectuat cu aceleasi
instrumente, In acelasi mod, etc., astfel incat li se acorda la
toate aceeasi incredere;

masuratori de precizii diferite — cand, de exemplu, in cazul
masuratorilor directe, acestea s-au executat cu instrumente

diferite, s-au aplicat metode de lucru diferite, etc., aceasta
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presupune sa nu li se poata acorda la toate aceeasi incredere,
ci din contra, sa se considere ca unele sunt mai precise decat
altele [74].

5.3. Caracteristicile mijloacelor de m asurare

Mijloacele de masurare prezinta urmatoarele caracteristici: statice;

metrologice; tehnice; dinamice.

Caracteristicile statice sunt: domeniul de masurare; limita de
supraincarcare; limita de sigurantd; constanta sistemului de masurare;
caracteristica statica de etalonare.

Domeniul de masurare este domeniul de valori ale marimii de masurat
pentru care erorile de masura sunt reglementate prin norme legale
individuale.

Limita de supraincarcare este valoarea maxima a marimii de masurat
pentru care dupa revenirea in limitele domeniului de masurare nu se modifica
caracteristicile statice sau dinamice ale elementului de masurare [76].

Limita de sigurantd este valoarea maxima admisibila a marimii de
masurat la care poate fi expus elementul de masurare fara a fi distrus, cu
toate ca apar modificari ireversibile ale caracteristicii statice a acestuia.

Constanta de masurare este raportul dintre valoarea marimii de
masurat si valoarea citita pe scala aparatului. Valoarea marimii masurate se
obtine Tnmultind indicatia obtinutad cu constanta de masurare. In practica pot
sa apara doua, trei, scale pentru domenii diferite de valori ale aceluiagi
parametru.

Caracteristica statica este dependenta redata grafic, matematic sau
tabelar dintre indicatia aparatului si marimea masurata.

Caracteristicile metrologice sunt: precizia;, justetea; fidelitatea;
sensibilitatea; pragul de sensibilitate; domeniul de histereza.

Precizia reflectd gradul de exactitate al rezultatelor masurarilor. Cea
mai utilizata forma de exprimare a preciziei este cea ca un raport intre

valoarea erorii maxime si valoarea domeniului de masurare. Acest raport se

53

BUPT



numeste eroare de baza relativa si se exprima in procente. Clasa de precizie
reprezinta de fapt marimea erorii de baza relativa iar precizia erorii de baza
relativa exprimata procentual.

Justetea este proprietatea de a da rezultate apropiate de valoarea
adevarata a marimii de masurat.

Fidelitatea se refera la proprietatea unui element de masurare de a
avea variatii cat mai mici ale rezultatului la variatia repetata a aceleiagi marimi
n conditii identice de masurare.

Sensibilitatea este proprietatea de a percepe si a reda variatii cat mai
mici ale marimii de masurat. In cadrul elementelor de masurare cu
caracteristica statica liniara, sensibilitatea este chiar panta caracteristicii
statice care este egala cu raportul dintre variatia indicatiei scalei dispozitivului
de redare gi variatia corespunzatoare a marimii de masurare M.

Pragul de sensibilitate se defineste ca cea mai mica valoare a marimii
de masurat M pentru care se obtine o variatie sesizabila la indicatia
dispozitivului de redare.

Domeniul de histerezad este diferenta maxima a valorilor indicatiei
dispozitivului de redare care se obtine pentru aceleasi valori a marimii de
masurat M, daca la aceasta valoare se ajunge printr-o variatie lenta
crescatoare sau descrescatoare a marimii de masurat M.

Caracteristicile tehnice sunt determinate de principiul de functionare,
forma, gabarit si modul in care influenteaza masurarea factorii perturbatori.

Aceste caracteristici sunt: stabilitate; inertie; generalitate; fiabilitate.

Stabilitatea consta in mentinerea caracteristicilor metrologice n timp,
indiferent de conditiile externe.

Inertia reflecta modul in care elementul de masurare raspunde in timp
la variatia marimii de masurat.

Generalitatea este caracteristica unui element de masurare de a putea
fi Tnlocuit in determinari similare cu echipamente de acelasi fel cu aceleasi
caracteristici metrologice si tehnice.

Fiabilitatea este proprietatea care se exprima prin probabilitatea ca un
mijloc de masurare sa-gi indeplineasca functia impusa in anumite conditii

prescrise in cursul unei perioade de timp date.
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Caracteristicile dinamice sunt reflectate prin raspunsurile la semnal tip
a elementelor de masurare. Cel mai des este utilizat raspunsul la semnal
treapta. Cel mai important indicator ce caracterizeaza proprietatile dinamice
este constanta de timp T care este obligatoriu sa fie inserata in orice prospect
in care este prezentat elementul de masurare. Aceasta constanta T reflecta
intarzierea transmiterii informatiei Tn interiorul instalatiei de masurare de la
locul in care se afla montat elementul sensibil la scala dispozitivului de
redare.

Daca in structura elementului de masurare exista si elemente de
reglare de intarziere pura, acestea trebuie sa se specifice, avand ca si

caracteristica dinamica timpul mort, T, [76].

5.4. Clasificarea si definirea erorilor

Eroarea poate fi definita ca fiind diferenta dintre o valoare reala
oarecare si rezultatul gasit pentru aceasta prin calcul sau masurare

(experimental) [74,77].

Eroarea absolutd este diferenta dintre valoarea adevarata a unei
marimi si valoarea obtinutd prin masurare sau calcul, iar valoarea erorii

relative este data de raportul dintre eroarea absoluta si valoarea adevarata.

In ansamblu, in functie de cauzele care le genereaza, erorile se pot

clasifica astfel:

- erori instrumentale;

erori de metoda;

- erori datorate operatorului uman.
Din punct de vedere al dependentei lor fatd de masurand, erorile se pot

clasifica in:

- erori aditive, care nu depind de valoarea masurandului;
- erori multiplicative a caror marime depinde de valoarea

masurandului.
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Erorile instrumentale sunt date de ansamblul erorilor de masurare
datorate mijloacelor tehnice prin intermediul carora se obtin informatiile de

masurare.

Erorile de metoda se datoreaza imperfectiunii metodelor utilizate pentru

obtinerea informatiei de masurare.

Erorile datorate operatorului uman efector al masurarii si/sau adresant
al informatiei de masurare depind de calitatile si conditia psiho-fizica a
acestuia si in mod deosebit de atentie, deprinderi specifice, acuitate

senzoriala.

Erorile intrumentale se pot clasifica la randul n: erori statice; erori

dinamice.

Erorile statice rezultd la un regim stationar constant al masurandului.
Regimul stationar al masurandului corespunde situatiei in care derivatele
acestuia n raport cu timpul sunt egale cu zero. Ele se datoreaza modificarii
caracteristicii de convertire a mijlocului de masurare sau functionarii dupa o

caracteristica de convertire nominala diferita de cea reala.

Erorile dinamice apar la un regim variabil al masurandului si au cauze
multiple. Sunt determinate atat de caracteristicile mijloacelor si metodelor de
masurare utilizate cat gi de natura variatiei masurandului. Astfel fortele
masice, sistemele de amortizare, capacitatile calorice a partilor componente a
aparaturii mecanice, condensatorii i rezistentele ohmice sunt cateva surse

de erori dinamice [78].

Daca o instalatie de masurare trebuie sa masoare o marime variabila
in timp exista intotdeauna o eroare dinamica deoarece semnalul de iegire
urmareste inexact variatia semnalului de intrare. Aceste erori sunt mai mari
daca in componenta instalatiei de masurare intra elemente de reglare cu timp
mort. Din aceasta categorie fac parte analizoarele de gaze si lichide care
trebuiesc montate la o anumita distanta de utilaj sau instalatie, conductele de
legatura sunt elemente de intarziere pura ce introduc timpi morti in

comportarea dinamica a acestor echipamente.
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Din punct de vedere al formei de manifestare si al cauzelor care le
produc, erorile statice se pot grupa in trei tipuri de erori: erori sistematice;

erori intAmplatoare sau aleatoare; erori grosolane.

Erorile sistematice sunt determinate de factori care actioneaza in
acelasi mod la o repetare a masurarilor, raman constante in conditii identice
de operare. Acestea apar in mod sistematic in timpul operatiei de masurare i
se clasifica in doua clase: dupa sursa de aparitie si dupa aspectul analitic.
Erorile sistematice au o actiune unilaterald gi deosebit de periculoasa prin
efectul lor cumulativ asupra operatiei de masurare, motiv pentru care trebuie
eliminate.

Erorile intamplatoare sau aleatoare sunt determinate de factori care
actioneaza aleatoriu de la 0 masurare la alta, chiar daca masuratorile sunt
efectuate practic in conditii identice. Acestea se datoreaza modificarii
conditiilor exterioare sau actiunii unor marimi de perturbatie exterioare
accidentale. Caracteristica principala a acestor erori consta in faptul ca
acestea difera intre ele atat ca marime céat si ca semn, fara a rezulta din
ingiruirea datelor vreo regula sistematica de ordonare. Aceste erori se
repartizeaza dupa legi statistice ca de exemplu curba lui Gauss. In marea
majoritate a situatilor marimea adevarata a erorii intamplatoare ramane
necunoscuta deoarece ramane necunoscuta valoarea adevarata a marimii

masurate.

Erorile grosolane intervin atunci cand se manifesta neglijente fie in
realizarea conditilor de masurare, fie in aplicarea corecta a metodelor de
masurare.

Erorile sistematice si cele Tintamplatoare determina exactitatea,

respectiv precizia masuratorilor.

Se poate spune despre o serie de masuratori repetate ca este exacta
daca diferenta dintre media aritmetica a masuratorilor si valoarea reala este
cat mai mica posibil.

O serie de masuratori repetate este precisa daca diferentele dintre

valorile gasite si media aritmetica sunt cat mai mici posibile (grupare stransa,

reproductibilitate buna) [78].
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Avand in vedere modul de definire al diverselor erori prezentate mai

sus, se remarca principalele caracteristici ale erorilor de masurare:

- se pot deduce prin calcul cunoscand cauzele lor;

- se pot elimina numai prin schimbarea principiului de masurare;

- nu se pot observa sau elimina prin schimbarea aparatului de
masurat cu altul de acelasi tip, prin schimbarea operatorului
sau repetarea masurarilor;

- pentru masurari in conditii identice au o marime constanta si

acelasi semn.

5.5. Estimarea valorii adev arate a unei m arimi

masurate

Pentru determinarea calitativa a uneia sau mai multor marimi pe cale
experimentala, se efectueaza un numar finit de masurari cu o suficienta

precizie, mentinand aceleagi conditii de masurare [67].

Prin masurarea repetata a unei marimi M se obtine un gir de valori My,
My, ..., Mp, fiecare din ele diferind de valoarea adevarata Ma printr-o eroare
necunoscuta ex. Se pune problema de a determina valoarea adevarata cu o

eroare cat mai mica.

Rezultatul corect al unei masurari se poate obtine aplicand rezultatului
brut al masurarii o corectie egala cu eroarea determinabila luata cu semn
schimbat. Astfel valoarea adevarata a marimii masurate se poate exprima

conform relatiei (6).

My =Mjxe,; n=1m. (6)

Studiul global al erorilor aleatorii se bazeaza pe metode ale statisticii

matematice. Astfel, parametrii statistici cei mai importanti sunt:
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m
* media aritmeticd: M, = 1 >My; (7)
m n=1
1
- media geometrica: Mg =(M; M, O.0M ;)" (8)
() 2 2 2)
— + +..+
* media patratica: M, = \/(Ml Mzm Man ) 9)

Pentru stabilirea celei mai probabile valori a marimii masurate, care
estimeaza valoarea adevarata, trebuie sa fie cunoscuta repartitia rezultatelor

masurarii, respectiv repartitia frecventelor erorilor aleatorii.

in functie de tipul fenomenului studiat si de ipotezele facute s-au
obtinut diferite forme ale legilor de repartitie: repartitie normala, binomiala,
Poisson, etc. Dintre acestea cea mai utilizata este legea repartitiei normale
[67,68].

Conform teoriei erorilor de masurare, precizia de masurare a unei

marimi poate fi evaluata prin mai multi indicatori, denumiti indici ai preciziei de

masurare:
m VY
Z(Mn'_Ma)
 eroarea standard: o=\ =L (10)
m-1
e eroarea probabila: e =0,6745c (11)
* eroarea medie absoluta: 6=0,7979c (12)
* masura preciziei: h= 0,70711 (13)
(&)

In mod curent se foloseste eroarea standard, denumitd si eroare medie
patratica, patratul acesteia reprezentand dispersia erorilor. Curba de repartitie
in acest caz este situatd intotdeauna deasupra abscisei. Tn plus, ea este si
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simetrica fatd de axa ordonatelor, daca repartitia normala este si normata,
adica M, =0sic =1 Cunoasterea erorii standard permite determinarea

campului de imprastiere a marimilor experimentale ¢, care este 60, si in care
sunt cuprinse peste 99% din valorile marimii masurate experimental. (Figura
23)

il

Frecwenta
diztribuatied

s
L4

6 | Marimea
M, de masurat

il
-

Figura 23. Campul de imprastiere a méarimilor a caror medie este M,

Cea mai buna valoare pentru o marime pentru care s-a obtinut prin
masuratori un sir de valori este conditionatd de minimul sumei patratelor
erorilor, luate fata de o marime de referinta care este tocmai cea cautata. O
justificare teoretica a acestui criteriu se deduce prin considerarea rezultatelor
obtinute in aplicarea teoriei probabilitatilor la calculul erorilor de masurare.

Fie m marimi independente X: Xi, Xz, ..., Xm pentru care se obtin
valorile My, My, ..., M. Daca aceste marimi ar fi valorile exacte pe care le

cautam, am avea: M;=X;; M, =X, ;M =X,, ceea ce evident nu se

realizeaza in practica deoarece determinarea valorilor M, (n = 1, 2, ..., m)
sunt inevitabil afectate de erori. Presupunand eliminat erorile sistematice i
greselile, si marginindu-ne numai la erorile intamplatoare, problema care se
pune este determinarea celei mai probabile valori M,, pentru care erorile medii
patratice sa fie cat mai mici [68].

Avand in vedere faptul ca, studiile efectuate si concluziile obtinute in
cadrul lucrarii, se bazeaza pe o serie de date experimentale obtinute prin
masuratori directe, documentatia prezentata in acest capitol a stat la baza

prelucrarii matematice a datelor experimentale.
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PARTEA EXPERIMENTAL A

Progresele spectaculoase inregistrate in medicina ultimelor decenii au
condus la rezultate terapeutice excelente in multe afectiuni considerate pana
nu de mult incurabile, insa aceasta cu pretul introducerii in terapeutica a unor
substante chimice cu efecte extrem de nocive asupra mediului ambiant. Chiar
daca aceste substante — medicament - ajung in mediu in cantitati mici $i nu
au efecte poluante imediate, Tn timp acestea se acumuleaza. In aceasta
categorie intra medicamentele cu efect citostatic — citotoxic folosite in
tratamentul afectiunilor oncologice. Din pacate aceste substante nu au o
actiune selectiva, ele actioneaza in mare masura asupra celulelor canceroase
nsa afecteaza si celulele normale mai ales atunci cand sunt administrate in
doze mari. Acest tratament se recomanda in cazul afectiunilor oncologice
care beneficiaza de chimioterapie cu ,megadoze” asociata cu transplantul
medular. Actiunea neselectiva a agentilor citostatici este cea care
influenteaza major potentialul lor poluant. Cele mai multe medicamente
citostatice au efect carcinogenic, mutagen si teratogen. Datorita acestor
efecte deloc de neglijat aceste substante afecteaza atat direct cat si indirect
sanatatea populatiei precum si sistemele ecologice. Ele ajung in mediu sub
forma apelor uzate provenite din institutiile sanitare care trateaza pacienti cu
afectiuni oncologice [55,56].

Pentru eliminarea toxicitatii acestor ape reziduale Institutul National de
Sanatate al SUA recomanda incinerarea tuturor deseurilor ce contin
substante citostatice pentru a preveni contaminarea mediului Tnconjurator
respectiv expunerea oamenilor. Incinerarea este totusi destul de greu de
realizat fiind vorba in marea majoritate a cazurilor de deseuri lichide in
cantitati mari (in special urina); incineratoarele sunt scumpe si sunt mari
consumatoare de energie eliberand n atmosfera mari cantitati de dioxid de
carbon. Analizdnd raportul cost-beneficii, IARC (International Agency for
Research on Cancer) (1996) recomanda tratamentul chimic cu acizi sau baze
puternice, respectiv cu hipoclorit pentru inactivarea agentilor citostatici. Totusi

manipularea unor solutii concentrate de acizi sau baze puternice in spitale nu
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este recomandata. Hipocloritul de sodiu raméne o solutie usor de aplicat

pentru inactivarea chimica a medicamentelor citostatice insa este necesar

controlul permanent al calitatii solutiei de hipoclorit de sodiu folosite [79].

Studiile abordate in cadrul acestei lucrari au fost conduse pe

urmatoarele directii:

Elaborarea, proiectarea si construirea unei microinstalatii
experimentale complet automatizata, care efectueaza
detoxifierea agentilor citostatici, utilizand o metoda combinata
bazata atat pe oxidarea electrochimica cat si pe oxidarea
chimica in prezenta de oxidanti puternici cum este clorul liber.
Testarea functionarii microinstalalatiei experimentale s-a
efectuat pentru cinci substante citostatice, utilizand
urmatoarele metode: fizico-chimice; matematice (tehnici de
modelare statistica) si biologice.

Prelucrarea matematica a datelor experimentale obtinute cu
metodele de testare utilizate pentru fiecare substanta
citostatica in parte.

Analiza prin metode biologice a produselor rezultate in urma
epurarii acestora  in vederea determinarii citotoxicitatii

reziduale.

In cele ce urmeaza sunt prezentate, atat microinstalatia realizata

(elemente componente, constructie, functionare, metodologia de operare),

rezultatele obtinute in cadrul testarilor efectuate precum si modul de

prelucrare al acestora.
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6. Microinstala tia experimental a

Microinstalatia experimentald propusa este alcatuitd din trei parti
componente distincte montate pe un sasiu comun:

- sistemul de pregatire a probei

- microreactorul electrochimic

- sistemul de automatizare.

In figura 24 este prezentat ansamblul microinstalatiei experimentale.

Fiecare din aceste parti componente este la randul sau alcatuita din
mai multe subansamble evidentiate in figura 24. [80]

Atat sistemul de pregatirea a probei cat si microreactorul electrochimic
sunt controlate de catre sistemul de automatizare care include si calculatorul
de proces. Trebuie mentionat ca intreaga microinstalatie poate fi comandata
atat de catre calculatorul de proces céat si direct de catre operator prin
intermediul comenzilor manuale [81,82].

Figura 24. Microinstalatia experimentala (vedere de ansamblu).
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Componentele principale si subansamblele acestora:

1.

8.

N o gk~ b

Vas de amestec

Pompe peristaltice
Microreactor electrochimic
Microcompresor
Electrovalva

Modul electronic
Conductometru

Calculator de proces.

In figura se observa recipientul care contine proba ce urmeaza sa fie

epurata precum si recipientul care contine solutia de saramura 25% necesara

aducerii probei la salinitatea dorita.

6.1. Sistemul de preg atire a probei

Este format din trei componente principale:

Recipientele care contin proba, respectiv solutia de saramura
25%;
Ansamblul pompelor peristaltice;

Vasul de amestec propriu-zis.

Recipientele pentru prob a, respectiv saramur a sunt confectionate

din polipropilena si au volumul de 1 L. Nu sunt prevazute cu senzori de nivel,

deci se impune supravegherea de catre operator a nivelului de lichid existent

n aceste vase in cursul functionarii microinstalatiei.

Ansamblul pompelor peristaltice.

Microinstalatia experimentald contine doua pompe peristaltice care

sunt comandate fie de catre operator prin intermediul comenzilor manuale, fie
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de catre calculatorul de proces prin intermediul modulului electronic al
sistemului de automatizare. In figura 25 este prezentat ansamblul pompelor

peristaltice.

Figura 25. Ansamblul pompelor peristaltice.

Ambele pompe sunt actionate de catre un motor electric de curent
alternativ la o tensiune de alimentare U = 24 V si o frecventa de 50 Hz. Pentru
pornire, fiecare motor este prevazut cu un condensator nepolarizat de 100 nF
la 100 V.

Fiecare pompa este actionata de catre motorul corespunzator, astfel
Tncat capul pompei efectueaza 30 rot/minut. Diametrul capului pompei este de
45 mm. Tubulatura de silicon din interiorul pompei are un diametru intern de 3
mm, asigurandu-se astfel un debit de 16,5 ml/minut.

S-a ales acest tip de pompe deoarece asigura un debit suficient
scopului propus, sunt robuste, fiabile, ugor de intretinut si nu au elemente
constructive (supape, cilindrii, pistoane) care sa intre in contact cu proba
(citotoxica) sau cu solutia de saramura. Tubulatura de silicon se poate

schimba usor la nevoie.
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Pompa P; introduce proba in vasul de amestec. Semnalul de comanda
pentru aceasta pompa este produs de un senzor de nivel de tip
conductometric care ocupa o pozitie fixa in vasul de amestec,
corespunzatoare unui volum de 300 ml. Semnalul generat de acest detector
ajunge la sistemul de automatizare si aici este elaborat semnalul de comanda
pentru pompa P;.

Pompa P, are rolul de a introduce in vasul de amestec un volum de
saramura 25 % care sa aduca proba la salinitatea prescrisa de operator.
Aceasta pompa este deasemenea comandata prin intermediul sistemului de
automatizare, semnalul de comanda fiind Tn acest caz generat de o celula de
conductanta conectata la un conductometru. Celula de conductanta se
gaseste in partea inferioara a vasului de amestec astfel incat este in contact
permanent cu proba [83,84].

Vasul de amestec propriu-zis.

Este un recipient confectionat din polietilena, conic la partea inferioara
pentru a facilita golirea. Volumul sau util este de 500 ml. Este pozitionat pe
sasiul microinstalatiei mai sus decat reactorul electrochimic, astfel incat
golirea sa, respectiv umplerea microreactorului electrochimic sa se faca
gravitational prin intermediul unei electrovalve nemaifiind nevoie de o pompa
peristaltica suplimentara. Umplerea vasului de amestec se face pe la partea
superioara a acestuia, unde se gaseste si un stut pentru prelevare de probe
in vederea determinarilor fizico-chimice, precum si o deschidere care
realizeaza comunicarea cu atmosfera. In figura 26 este prezentata vederea

de ansamblu a acestuia.
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Figura 26. Vas de amestec - vedere de ansamblu.

Vasul de amestec este prevazut cu un agitator mecanic cu doua palete
actionat de un motor electric de curent continuu alimentat de la o sursa care
furnizeaza o tensiune de 5V, avand un consum in sarcina de aproximativ 80
mA. Pornirea acestuia se face automat in momentul punerii sub tensiune a

microinstalatiei experimentale. Astfel se asigura omogenizarea probei cu
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solutia de saramura pentru a se atinge salinitatea stabilitd de operator, n

intervalul de concentratie 1 — 10 g/dl. Pentru ca salinitatea finald a probei

care va ajunge la microreactorul electrochimic in vederea epurarii, sa fie cat

mai reproductibila de la o sarja la alta este necesar ca omogenizarea

volumului de lichid sa se faca cat mai bine, iar solutia de saramura sa se

introduca cu un debit mic astfel incat salinitatea sa creasca lent si uniform si

sa poata fi masurata de catre conductometru [85,86,87].

Vasul de amestec este prevazut cu senzori care permit conducerea

automata a microinstalatiei experimentale. Acestia sunt evidentiati pe schema
din figura 27. [88,89]

Senzorul de nivel pentru proba. Este de tip conductometric si
comanda pompa peristaltica P; si stabileste volumul de proba
care va fi supus salinizarii si ulterior epurarii. Acest detector de
nivel este fix gi astfel se stabileste din constructia aparatului
volumul de proba de 300 ml care este prelucrat la fiecare sarja.
Celula de conductantd cuplata cu conductometrul
microinstalatiei, care asigura determinarea  continua a
salinitatii probei, permitand astfel stabilirea gradului de
salinitate dorit.

Senzorul de supraplin. Este tot un detector de tip
conductometric care genereaza un semnal de alarma si
opreste intreg dispozitivul in cazul in care datorita unei
defectiuni la modulul electronic, una sau ambele pompe
peristaltice nu mai sunt oprite. Acest detector este independent

de partea de comanda cu calculatorul de proces.
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Legenda:

; —— 1 - alimentare proba
3 | 2 - alimentare saramura
. " 3 - detector nivel proba
4 - detector supraplin
5 - motor electric

4= 6 - agitator mecanic
7 - celula de conductanta
8 - port de golire

8

Figura 27. Vas de amestec — schema.

6.2. Microreactorul electrochimic

Partea cea mai importanta a sistemului de epurare este microreactorul
electrochimic (figura 28). Acesta este un reactor electrochimic de dimensiuni
mici cu densitati de curent asimetrice care, prin constructia sa favorizeaza
reactiile de oxidare electrochimica a citostaticelor ce urmeaza sa fie epurate
[12,21].

Principiul de functionare al microreactorului utilizat se preteaza foarte
bine scopului propus: favorizarea reactiilor de oxidare anodica gi generarea
unei cantitati de clor liber (hipoclorit de sodiu, acid hipocloros, clor dizolvat

fizic) cu un consum de electricitate cat mai mic si intr-un timp cat mai scurt.
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Dispozitivul este prevazut cu un agitator mecanic pentru omogenizarea
continua a masei de reactie. Agitatorul mecanic este actionat de un

micromotor electric prevazut cu reductor de turatie si alimentat la 2 V. Viteza

de agitare este de 300 rotatii/minut .

Figura 28. Microreactorul electrochimic (vedere de ansamblu).

Constructiv, microreactorul se compune dintr-un vas cilindric
confectionat din plexiglas cu diametrul interior de 60 mm gi Tnaltimea de 55
mm, prevazut la partea inferioara cu un gtut de umplere/golire. Volumul util de
umplere este de 100 ml. La partea superioara este prevazut cu un capac
confectionat tot din plexiglas care are rolul de suport pentru anozii de grafit,
catodul de inox, motorul ce antreneaza agitatorul mecanic, racordurile pentru
aerul comprimat, respectiv evacuarea gazelor de electroliza si un stut pentru
prelevarea de probe in cursul electrolizei in vederea analizelor fizico-chimice.
Tot la nivelul capacului se gasesc doi senzori de tip conductometric: unul care

semnalizeaza momentul Tn care microreactorul este plin si electroliza poate
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incepe, si alt senzor de supraplin care comanda oprirea intregii microinstalatii

daca electrovalva care asigura umplerea microreactorului se defecteaza. In

figura 29 este prezentata o imagine de ansamblu a electrozilor si a sistemului

de agitare mecanica [90,91].

Figura 29. Ansamblul electrozi — agitator mecanic.

Schema microreactorului electrochimic este prezentata in figura 30.

Caracteristicile constructive din punct de vedere electrochimic ale

microreactorului cu densitati de curent asimetrice sunt:

Opt anozi de grafit cu diametrul de 6 mm si lungimea utila de
30 mm — cu suprafata totala (Sa) 45,21 cm?

Densitatea de curent anodica egald cu 221 A/m?.

Un catod din inox cu diametrul de 1 mm si lungimea totala 115
mm spiralat Tn jurul axului agitatorului (5 spire cu diametrul
interior al spirei de 5mm) — cu suprafata (Sc) de 3,61 cm?
Densitatea de curent catodica egald cu 2.770 A/m?
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- Raportul Sa/Sc =12,5
- Distanta relativa anod — catod este 25 mm

- Curentul de lucru maxim este 2 A.

Legenda:
@ 0O 4 i
1 - vas reactor
10 2 - port umplere/golire
3 - agitator mecanic
11 4 - motor electric
—> I 5 - catod spiralat
9 | 1R 6 - anozi
b 7 - detector nivel umplere
6 8 - detector supraplin
—=7 L 5\ =1 9 - alimentare cu aer
> comprimat
10 - evacuare gaze de
( electroliza
> 11 - port prelevare probe
O
3
1
A

Figura 30. Microreactorul electrochimic — schema.

Microreactorul este prevazut cu un compresor care genereaza un flux
de aer comprimat cu un debit de 500 ml/minut care “spala” gazele produse in
timpul electrolizei si care ar avea un efect coroziv asupra componentelor
dispozitivului. Datorita acestui sistem gazele rezultate prin electroliza sunt in
mod eficient evacuate din reactor prin stutul de evacuare a gazelor (figura 30
— 10). Evacuarea gazelor se face printr-un furtun cu diametrul adecvat in
afara laboratorului [92,93,94].
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6.3. Sistemul de automatizare

Sistemul de automatizare cuprinde totalitatea partile electronice ale
microinstalatiei experimentale. Pe langa modulele de reglare automata, acest
sistem contine si sursele de alimentare pentru circuitele implicate in procesul
de reglare automata, respectiv sursa de putere pentru alimentarea reactorului
electrochimic [95,96].

Modulele electronice implicate in procesul de reglare automata sunt:

- circuite comparatoare,

- circuite generatoare de semnale,

- amplificatoare operationale

- punti de masura de tip Kohlrausch

- divizoare rezistive

- placa de achizitie pentru semnale

- calculatorul de proces.

Toate aceste componente sunt asamblate Tntr-o carcasa de plexiglas,
prevazuta cu un ventilator pentru circulatia fortata a aerului in vederea evitarii
supraancalzirii componentelor electronice, in special a celor din sursa de
alimentare a microreactorului electrochimic.

Pe panoul frontal al acestei carcase se gasesc butoanele de comanda

si reglaj a diversilor parametrii ai microinstalatiei experimentale. (figura 31).
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SALINITATE CURENT
ELE

AUTOMAT

C (W * BlA-1) Functionare pompa P1

- - " 3B - 2) Functionare pompa P2

IMANUAL b Nl Bl C) Salinitate setata atinsa

Bl D - 3) Functionare electrovalva EV1

q A~
PRRNILGRRIT =) Reactor electrochimic plin

Bt F — 4) Electroliza in desfasurare

RN G — 5) Functionare electrovalva EV2J
o H) Alarma

Figura 31. Sistemul de automatizare. Vedere frontala.

Sursa de alimentare a microreactorului electrochimi C.

Rolul acestei surse este de a asigura curentul necesar desfasurarii in
conditii reproductibile a electrolizei. Este cunoscut faptul ca in timpul
desfasurarii procesului de electroliza, o parte din energia electrica se pierde
sub forma de caldura, ceea ce duce la o inevitabila Tncalzire a electrolitului.
Aceasta incalzire a electrolitului afecteaza reproductibilitatea experimentelor
deoarece duce la cresterea conductibilitatii solutiei si deci la cresterea
curentului de electroliza.

Pentru a evita aceasta crestere de curent trebuie sa se inserieze n
circuitul electrolizorului un reostat care are rolul de a limita curentul de
electroliza la o valoare stabilita de operator. Insa aceasta varianta de reglaj nu
este practica pentru scopuri de cercetare deoarece nu permite un control
suficient de precis al curentului de electroliza.

Din aceste considerente s-a optat pentru o sursa stabilizata in curent gi

nu in tensiune. Sursa este prevazuta cu un sistem de reglaj a intensitatii
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curentului de electroliza, fiind accesibil operatorului prin intermediul unui

potentiometru plasat pe panoul frontal al sistemului de automatizare alaturi de

ampermetrul la care se citeste curentul efectiv de electroliza.

Sursa este prevazuta cu un transformator coboréator de tensiune care

livreaza in infasurarea secundara o tensiune de 24 V la un curent maxim

admis de 3 A. Aceasta tensiune este redresata cu o punte rederesoare de 3

A, filtrata cu un condensator electrolitic de 4700 pF la 50 V si stabilizata in

curent cu un circuit integrat specializat de tip LM350. Schema electrica de

principiu a acestei surse este prezentata in figura 32.

+25V Vou Ry Vo —> lout
O— LM350 —C—Wh—e— @
Vi 620

Ra 1N4001
b

100 D,
1N4001

Adjust T Dy

2N5640

Figura 32. Schema de principiu a sursei de curent pentru alimentarea

reactorului electrochimic.

Caracteristicile principale ale circuitul integrat LM 350:

curent de iegire maxim 3 A;

tensiune de iesire ajustabila in intervalul 1,2 — 33 V;
precizia reglarii mai buna de 0,1%;

liniaritatea reglarii 0,005%/V;

protectie interna la supraincalzire;

protectie la scurtcircuit.

Sursa de alimentare a microreactorului electrochimic, in modul manual

de functionare a microinstalatiei experimentale este comandata de un

cronometru mecanic care permite reglarea duratei electrolizei in intervalul O -

120 minute. In modul automat, functia acestui cronometru este preluata de
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calculatorul de proces care prin intermediul unui releu comanda pornirea sau
oprirea electrolizei [97 — 100].

Sursa de alimentare a echipamentelor de automatizar e.

Aceasta sursa are rolul de a genera toate tensiunile necesare atéat
echipamentelor propriuzise de automatizare cat si pompelor peristaltice i
electrovalvelor. Sursa produce urmatoarele tensiuni: [101 — 103]

- 24 V curent alternativ pentru alimentarea celor doua pompe

peristaltice.

- + 24 V curent continuu nestabilizat pentru alimentarea
electromagnetilor din componenta electrovalvelor.

- + 12 V curent continuu stabilizat pentru alimentarea circuitelor
analogice.

- +/- 12 V curent continuu  stabilizat pentru alimentarea
generatorului de semnal necesar functionarii corecte a
senzorilor de nivel de tip conductometric.

- + 5 V stabilizat pentru circuitele digitale — porturile de intrare
ale placii de achizitie si pentru motorul agitatorului mecanic al
vasului de amestec.

- + 2 V curent continuu stabilizat pentru alimentarea
micromotorului agitatorului mecanic al reactorului
electrochimic.

Sursa este prevazuta cu doua transformatoare de retea: unul coboréator
de tensiune, care are o infasurare secundara cu priza mediana care livreaza
2 X 15V curent alternativ. Aceasta tensiune este redresata cu o punte de 2 A,
filtratd cu doi condensatori electrolitici de 2200 pF la 50 V, si ulterior
stabilizata conform cerintelor. Al doilea transformator este tot coborator de
tensiune, furnizand in infasurarea secundara 24 V curent alternativ necesar
actionarii pompelor peristaltice si 24 V redresat si filtrat, nestabilizat, pentru
alimentarea electrovalvelor. Schema electrica a acestei surse este
prezentata in figura 33.

Pentru stabilizarea tensiunilor electrice generate de aceasta sursa s-au
folosit tot circuite integrate specializate: 7812, 7912, 7805 si LM317 [104 —
107].
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Ambele surse de alimentare sunt conectate impreuna la reteaua de
220 V curent alternativ prin intermediul unui Tntrerupator de retea si a unei
unei sigurante fuzibile de 2 A. Intrerupatorul de retea este plasat pe panoul
frontal al sistemului de automatizare alaturi de o dioda electroluminiscenta

care indica alimentarea sistemului cu energie electrica.

PUNTE MY

Tri 7812 7805
]

- T ]

o BV

oo con
+

7 220 uF T 220 uF
oV

ol

T 220uF

f o] 12V

-
=

PUNTE

@ 24V ca

Tr2

' = o 424V

+ 1N4001

2200 uF
LM317
o +2V

o 24V ca 270chm

TN4148 12K

spre
220V ca

Semnal comanda

Figura 33. Sursa de alimentare a echipamentelor de

automatizare.

Din figura se observa ca tensiunea de + 2V pentru alimentarea
micromotorului agitatorului mecanic din reactor este comandata cu un semnal
preluat de la sursa de alimentare a reactorului. Acest fapt permite
functionarea acestui micromotor doar pe perioada de desfasurare a

electrolizei, reducand astfel semnificativ uzura sa.

In tabelul Il sunt trecute caracteristicile principale ale circuitelor 7812,
7912, 7805 si LM317.
Tabel Il. Caracteristicile principale ale circuitelor 7812, 7912 si LM317.

Caracteristica 7812 7912 7805 LM317
Tensiune de +12V 12V +5V +1,2V -
iesire (V) +25V
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Curent maxim 1A 1A 1A 1,5A

de iesire (A)
Protectie Da Da Da Da
termica

Protectie la Da Da Da Da

scurtcircuit

Generatorul de semnal.

Este realizat cu amplificatorul operational A741 montat ca oscilator.
Alimentarea amplificatorului operational este dubla +/- 12 V curent continuu
stabilizat. Curentul de iesire este alternativ, dreptunghiular cu frecventa de
400 Hz. Semnalul generat de acest oscilator este aplicat senzorilor de nivel
de tip conductometric din vasul de amestec si din reactorul electrochimic.
Astfel se evita fenomenul de polarizare care ar genera erori de masura. In

figura 34 este prezentata schema electrica a oscilatorului [108 — 110].

100k

QuT

[ 33nF 10k
1

Figura 34. Schema electrica a oscilatorului.

Caracteristicile principale ale amplificatorului operational A741 sunt:
- Tensiune de alimentare maxima +/- 18 V.

- Puterea disipata 780 mW.

- Tensiune de intrare diferentiala maxima +/- 30 V.

- Temperatura de operare: 0 - +70 grade C.

- Tensiunea maxima de offset 5 mV.

- Curentul maxim de offset 20 nA.

- Rejectia in mod comun 90 dB.
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Etajul comparator.

Este realizat cu componente discrete (tranzistori) si are rolul de a
comanda pompa peristaltica P; care introduce proba in vasul de amestec.
Acest etaj, Tn modul manual comanda singur pompa peristaltica P,, deci are si
rol de regulator electronic, iar in modul automat transmite informatia la
calculatorul de proces prin intermediul unor amplificatoare de separare
[111,112].

Detectorul aferent este situat la nivelul vasului de amestec. Este un
senzor de tip conductometric realizat din otel inoxidabil, fiind alimentat cu o
tensiune alternativa dreptunghiulara de 400 Hz produsa de generatorul de
semnal prezentat anterior [113].

Tipul de reglaj realizat este cel discontinuu cu semnal treapta [114].

Schema electrica a acestui etaj comparator este prezentata in figura
35.

+12V

400 Hz

BD 136
1uF

RLY 124
—_—

e —

detector
conductometric T

T3
BC107

114007

3
14145

vas de amestec

Figura 35. Schema electrica a etajului comparator.

Func tionarea etajului comparator.

Va fi descrisa functionarea acestui etaj in modul manual de comanda a
microinstalatiei experimentale deci cand acest circuit indeplineste rolul de
regulator electronic de tip discontinuu.

Acest regulalor, cu minime modificari ale generatorului de
audiofrecventa si ale senzorului de nivel a fost folosit cu succes de catre
autorul prezentei lucrari si pentru medii biologice bogate in proteine, fara sa

determine modificari ale structurii acestora prin fenomenul de electroliza care
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s-ar putea produce in caz de utilizare a curentului continuu pe post de semnal
de comanda.

Initial vasul de amestec este gol. In acest moment tranzistotul T1 este
blocat deoarece pe baza sa nu se aplica nici o tensiune. Prin divizorul rezistiv
(rezistorii de 4,7 KQ, respectiv 47 KQ) din colectorul lui T1, tranzistorul T3 se
polarizeaza deci rezistorul de de 33 KQ din baza lui T4 este conectat practic
la masa deci T4 se va deschide, iar curentul sau de colector anclanseaza
releul electromagnetic (RLY) si alimenteaza pompa peristaltica P,
determinand inceperea umplerii vasului de amestec cu proba. In acelasi timp
T2 este blocat deoarece pe baza sa ajunge o tensiune sub 200 mV din
colectorul lui T3 prin intermediul rezistorului de 47 KQ. In momentul in care
nivelul probei atinge valoarea prestabilita se deschide tranzistorul T2, iar
tensiunea din colectorul sau blocheaza T3.

La randul sau se blocheaza si T4 deoarece in acest caz, potentialul pe
baza sa devine aproximativ egal cu cel al emitorului, deci +12V. Astfel
curentul de colector a lui T4 devine nul, releul nu mai este anclansat si pompa

peristaltica P, se opreste [115].

Etajul de comand a al pompelor peristaltice.

Este constituit din doua amplificatoare tranzistorizate de curent
continuu care au ca sarcina cate un releu electromagnetic care alimenteaza
cele doua pompe peristaltice cu tensiunea alternativa de 24 V [97,115,116].

Schema electrica a acestui etaj este redata in figura 36.
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+ 12

BD 139 I
Ea
semnal  1N4148 12K LEDA SFindo07| _
O—H—\/\/\«—<
comanda ._GE _ :Ij REL 1
1N4148 12 K 15K
—P ‘Y 2 SC 2484
Sy
semnal alarma BC 171
- 17y
BD 139 T
LED E
oy 1N4148 12K _
REL 2
comanda O—H—“/W—%—GE . :E
1N4148 12K 15K
S 43 250 2484
| al A
SEmMnal alarma BC 171

Figura 36. Schema electrica a etajul de comanda al pompelor

peristaltice.

Acest etaj preia comenzile generate de catre calculatorul de proces in
modul automat de functionare a microinstalatiei experimentale, sau de la
butonul de comanda manuala situat pe panoul frontal al sistemului de
automatizare atunci cand instalatia functioneaza in modul manual.
Deasemenea, acest etaj are si rolul de a opri functionarea pompelor
peristaltice in caz de eroare printr-un semnal de alarma de +12V curent
continuu generat de detectorul de supraplin al vasului de amestec. Aceasta
situatie este indicata tot pe panoul frontal prin aprinderea unui LED rosu (H)
corespunzator situatiei de “alarma”. Ledurile verzi A gi B situate pe panoul

frontal indica functionarea pompei peristaltice P, respectiv Pa.
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Etajul de comand a al electrovalvelor.

Este asemanator celui de comanda al pompelor peristaltice, cu
deosebirea ca in locul releelor electromagnetice sunt bransate direct cele
doua electrovalve. Electromagnetii electrovalvelor se alimenteaza la + 24 V
ceea ce Iimpune aceasta tensiune si pentru alimentarea etajelor
amplificatoare.

Schema electrica a acestui etaj este prezentata in figura 37.

+ 24
BO 138 ]
A
sermnal TH4148 12K LEDD “fin40o7| _
comanda O—H—vvw—«_@ s :E Ev 1
TM4148 12 K 1.5 K
—P ‘Y 2 SC 2484
Ly
semnal alarma BC 171
- + 2
BD 139 T
LED 5 iy
sermnal TM4148 12 K 1M4007 ”
comanda O—H—“’W—"—@ 29K :'j Ev 2
4148 12 K 15K
o @ 25C 2484
semnal alarma BC 171

Figura 37. Schema electrica a etajului de comanda al

electrovalvelor.

La fel ca si etajul de comanda al pompelor peristaltice, si acest etaj
preia comenzile generate de catre calculatorul de proces ih modul automat de
functionare a microinstalatiei experimentale, sau de la butonul de comanda
manuala situat pe panoul frontal al sistemului de automatizare atunci cand

instalatia functioneaza in modul manual. Deasemenea, are si rolul de a opri
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functionarea electrovalvelor in caz de eroare printr-un semnal de alarma de
+12V curent continuu generat de detectorul de supraplin al reactorului
electrochimic. Aceasta situatie este indicata tot pe panoul frontal prin
aprinderea aceluiagi LED rosu (H) corespunzator situatiei de “alarma”.
Ledurile verzi D si G situate pe panoul frontal indica functionarea
electrovalvelor EV1 si EV2 [97,115,116].

Conductometrul electronic. Determinarea conductivit atii unor
solu tii de clorur a de sodiu. Calibrarea conductometrului.

Microinstalatia experimentala este prevazuta cu un conductometru
electronic tip HEITO (figura 38) care are rolul de a determina salinitatea
probei din vasul de amestec.

Type PS 54T

Figura 38. Conductometru electronic tip HEITO

Acest conductometru functioneaza pe principiul divizorului de tensiune
in care celula de conductanta (avand rezistenta Ry) este legata b serie cu o
rezistenta etalon Ry. (figura 39). Celor doua rezistente inseriate li se aplica o
tensiune alternativa perfect stabilizata - U.
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Rx

RN

Figura 39. Divizorul rezistiv
Rezistenta interna a sursei se neglijeaza. In acest caz curentul care

trece prin circuit este dat de relatia 14:

I = u
N Ry—+Ry (14)

Alegand rezistenta Ry mult mai mica decat rezistenta conductorului

ionic din celula de conductanta, rezulta:

Ry (15)

Caderea de tensiune pe rezistenta Ry este:

Uy=1-Ry (16)

In care daca se inlocuieste curentul |, dat de relatia ( 16), se obtine:

R}: R}lr (17)
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Prin urmare caderea de tensiune pe rezistenta etalon Ry este invers
proportionald cu conductanta conductorului ionic, adica a electrolitului Rx.
Masurarea tensiunii Uy se face cu un voltmetru electronic cu rezistenta mare

de intrare, care se etaloneaza direct in unitati de conductanta [117].

Celula de conductanta este costituita dintr-o teaca de material plastic in

care se gasesc 2 electrozi confectionati din platina.

Este necesar ca acesti doi electrozi sa fie bine fixati ca sa nu existe

deplasare intre ei care afecteaza constanta celulei si produce erori grave de
determinare [118,119].

Desi conductanta unei probe variaza cu temperatura, pentru scopul

propus nu este nevoie ca solutia din vasul de amestec unde se gaseste celula

de conductanta sa fie termostatata.

Atéat proba ce urmeaza sa fie epurata cat si solutia de saramura sunt la

temperatura laboratorului.

S-a determinat conductanta pentru o serie de solutii de clorura de

sodiu avand concentratiile cuprinse in intervalul 0 — 20 g/dl. Valorile obtinute

sunt redate n tabelul IlI.

Tabel Ill. Variatia conductantei in functie de concentratie pentru solutia

de clorura de sodiu.

Concentratie Conductanta Concentratie Conductanta
(g/dI) (mS) (g/dI) (mS)
0 0.015 ! 69.3

0.1 1.87 8 75
02 3.37 9 80.4
03 4.9 10 84.9
0.4 6.24 11 91.3
0.5 7.53 12 96.3
0.6 8.77 13 100.2
0.7 0.98 14 104.7
038 11.09 15 108.2
0.9 12.08 16 112.1
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Concentratie Conductanta Concentratie Conductanta
(g/dI) (mS) (g/dI) (mS)
1 12.88 17 115.9
2 34.9 18 118.4
3 43.4 19 121.7
4 50.6 20 127.7
> 57.1 ) )
6 63.6 ) )

Reprezentand grafic datele obtinute (figura 40) se obtine un coeficient
de corelatie bun, care permite sa se aprecieze ca variatia conductivitatii

solutiei de clorura de sodiu este liniara cu concentratia.

160
y=6.4907x+ 11.405

R® = 0.9564 /
120 .
/. *
100 s
80 -
*
*
40 .
20 -

ol | | |

5 10 15 20 25
Concentratie sol. NaCl, [g/dL]

140

Conductanta, [mS]

Figura 40. Dependenta conductanta — concentratie pentru solutia de

clorura de sodiu.

Semnalul de iesire al conductometrului este sub forma unei tensiuni
continue care creste liniar cu concentratia solutiei de clorura de sodiu.
Aceasta tensiune este comparata cu o tensiune reglabila prescrisa de catre

operator si care poartda numele de tensiune de referinta. Ea se stabileste cu
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ajutorul potentiometrului “Salinitate” de pe panoul frontal al sistemului de
automatizare. In momentul in care cele doua tensiuni s-au egalat, puntea de
masura care realizeaza comparatia este echilibrata si astfel se genereaza un
semnal care semnifica atingerea salinitatii dorite. Acest semnal ajunge la
calculatorul de proces care comanda mai departe fluxul tehnologic. Totodata

semnalul este afisat pe panoul frontal prin aprinderea ledului verde “C”.

Placa de achizi tie.

Microinstalatia experimentala este prevazuta cu o placa de achizitie de
semnale de tip LabJack U3. (figura 41).

www.labja i

é_LabJack U3

e
&
[7]
]
]
e
%
P
@
e
i@
L

Figura 41. Placa de achizitie tip LabJack U3.

Aceasta placa de achizitie este multifunctionala, avand 8 porturi care
pot fi configurate ca intrari sau ca iesiri analogice, este compatibila cu
Windows XP, 2000, Vista, Linux, MacOS. Comunicatia cu calculatorul se face

prin intermediul unui port USB care asigura si tensiunea de alimentare
[120,121].
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Caracteristicile principale ale acesteia sunt:

- Tensiunea de intrare: 0-2,4V

- Rezolutia de intrare: 12 bits.

- Viteza de esantionare 2500 date/secunda.

- Metoda de achizitie: soft sau hard (digital trigger)

- Tensiunea de iesire 0 =5 V.

Tensiunile  corespunzatoare  semnalelor din  microinstalatia
experimentala care ajung ca semnale de intrare pe placa de achizitie sunt
aduse in domeniul de valori impus de specificatiile placii cu divizoare rezistive

realizate cu rezistori avand toleranta de 1%.

Calculatorul de proces.

Drept calculator de proces s-a utilizat un microcalculator de tip
personal, iar softul de comanda a intregului dispozitiv a fost conceput special
pentru aceasta aplicatie. (Anexa 1).

6.4. Functionarea microinstala tiei experimentale.

Functionarea microinstalatiei experimentale se poate urmari in mod
facil pe schema de principiu a dispozitivului experimental care este prezentata
in figura 42. Sunt evidentiate aici dispozitivele hidraulice si pneumatice,

fluxurile de materiale precum si plasarea senzorilor aferenti: [80]
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| INTERFATA ANALOG-DIGITALA / DIGITAL-ANALOGICA

U

SOFTWARE COMPUTER |

Figura 42. Schema bloc a microinstalatiei experimentale.

Proba care contine citostaticul/citostaticele ce trebuiesc epurate este
aspirata cu ajutorul pompei peristaltice P1 (Fig. 42-2) din rezervorul cu apa
uzata. Aceasta ajunge in vasul de amestec (Fig. 42-5) pe care il umple pana
la un nivel prestabilit corespunzator unui volum de 300 ml fapt detectat cu
ajutorul unui senzor de conductanta (Fig. 42-7) care comanda oprirea pompei
P1. Vasul de amestec este prevazut cu un dispozitiv de agitare (Fig. 42-6)
care realizeazd omogenizarea continud a probei. In momentul in care se
incheie preluarea probei intra in functiune pompa P2 (Fig. 42-4) care
introduce o solutie de saramura 25% din rezervorul 2 (Fig. 42-3). O celula de
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conductanta (Fig 42-8) existenta in vasul de amestecare masoara permanent
conductanta probei deci indirect salinitatea acesteia. Pe masura ce se
introduce un volum din ce in ce mai mare de saramura conductanta probei
creste, fapt sesizat de catre sistemul de conducere electronic care prin
intermediul calculatorului de proces, in momentul atingerii salinitatii setate de
operator opreste pompa P2. In acest moment continutul vasului de amestec
(citostaticul Tn solutie salin&) este trimis catre microreactorul electrochimic. In
cazul in care apare o functionare anormala a unei pompe, a senzorului de
nivel pentru proba sau a celulei de conductanta si se ajunge la umplerea
exagerata a vasului de amestec, un alt senzor (Fig. 42-9) plasat la nivelul
marginii superioare a vasului de amestec genereaza un semnal de alarma si
intreaga microinstalatie este oprita.

Alimentarea microreactorului electrochimic (Fig 42-11) se face prin
curgere libera. Pe traseul de alimentare se gaseste electrovalva EV1 (Fig. 42-
10) care este deschisa pana cand se atinge nivelul maxim de umplere al
reactorului electrochimic, fapt sesizat de catre un senzor de conductanta
plasat in reactor. (Fig. 42-13). in momentul in care microreactorul este plin
incepe electroliza sub curent constant care dureaza un timp fixat de operator.
in tot timpul desfasurarii electrolizei amestecul de reactie este omogenizat cu
ajutorul unui agitator plasat in reactor (Fig. 42-12). Curentul de electroliza
este reglabil in intervalul 0 — 2 A si este mentinut constant de catre un
dispozitiv de automatizare electronic, pentru a evita cresterea sa pe masura
Tncalzirii electrolitului (sursa de alimentare a reactorului electrochimic). Dupa
incheierea electrolizei microreactorul electrochimic este golit prin intermediul
electrovalvei EV2 (Fig. 42-16) intr-un recipient de colectare (Fig. 42-17). Dupa
ce microreactorul electrochimic e gol ciclul se reia automat si un nou volum de
solutie ajunge in electrolizor in vederea epurarii.

Atat vasul de amestecare cat si microreactorul electrochimic sunt
prevazute cu stuturi pentru colectarea de probe in timpul procesului n
vederea analizelor fizico-chimice.

Microreactorul electrochimic mai este prevazut cu un sistem de
eliminare a gazelor rezultate Tn urma electrolizei, acestea fiind evacuate Tn

afara spatiului de lucru (Fig. 42-14,15).
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Acest sistem consta dintr-un compresor care genereaza un flux de aer

comprimat cu un debit de 500 ml/minut care “spala” gazele produse in timpul

electrolizei. Datorita acestui sistem gazele rezultate prin electroliza sunt in

mod eficient evacuate din reactor prin stutul de evacuare a gazelor situat pe

capacul reactorului.

6.5. Testarea func tionarii microinstala tiei

experimentale

Functionarea microinstalatiei experimentale a fost testata in privinta

urmatoarele aspecte:

Productia de clor liber in cursul electrolizei unor solutii de
clorura de sodiu cu diverse concentratii in limitele 0 — 10 g/ dl.
Eficienta epurarii unor ape reziduale sintetice cu continut de
substante citostatice in diverse concentratii prin metode fizico-
chimce.

Propunerea unor mecanisme teoretice care sa explice
degradarea citostaticelor considerate , in conditile din
reactorul electrochimic.

Eficienta epurarii unor ape reziduale reale (urina provenita de
la pacientii care au urmat diverse tratamente chimioterapice)
prin metode fizico-chimice.

Analiza prin metode biologice a produsilor rezultati in urma
epurarii  (efluentul de la microreactorul electrochimic) 1in

vederea determinarii citotoxicitatii reziduale.
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6.5.1.Evaluarea produc tiei de clor liber

Prin clor liber se inteleg mai multe specii chimice foarte reactive:
hipoclorit de sodiu, acid hipocloros si clor dizolvat fizic.

Toate acestea au un puternic caracter oxidant, fiind extrem de eficiente
n oxidarea multor substante organice [122,123].

Clorul fizic dizolvat este foarte activ, in consecinta este extrem de util
in cazul substraturilor rezistente la oxidare cum sunt: heterociclii si
nitroderivatii aromatici.

In mediu alcalin, hipocloritii sunt oxidanti controlabili. Pe masura
scaderii pH-ului apare acidul hipocloros instabil si clorul liber. Hipocloritul este
un agent oxidant activ capabil sa oxideze chiar si hidrocarburile aromatice:
naftalina [124].

Pentru dozarea clorului liber s-a folosit o metoda titrimetrica cu solutie
de metil-orange care este decolorata cantitativ de catre clorul liber care se
gaseste in proba [125].

Determinarea clorului liber prin metoda cu metil-or ange.

Principiul metodei:
Metoda consta in aprecierea colorimetrica a actiunii de decolorare pe

care o are clorul liber asupra metil-oranjului in mediu acid.

Reactivi necesari:

- Solutie de metil-orange in apa cu concentratia 0,46 g/1000 ml.
1 ml din aceasta solutie corespunde la 0,1 mg clor liber.

- Acid sulfuric solutie 30%.

- Apa bidistilata.

Mod de lucru:

Intr-un pahar Erlenmeyer se introduc: 1 ml proba de analizat, 0,2 ml
solutie de acid sulfuric 30% si 25 ml apa bidistilata. Cu o biureta gradata se
introduce solutia de metil-orange picatura cu picatura pina la aparitia unei

culori roz pal care persista 20 — 30 de secunde.
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Calcul:

Se cunoagte ca 1 ml solutie de metil-orange corespunde la 0,1 mg clor

liber. Volumul de proba luat in lucru a fost de 1 ml, deci,

mg clor liber/ 100 ml =V x 0,1 x 100. (18)

Unde: V — numarul de mililitrii de solutie de metil-orange necesar la

titrare.

Practic s-au supus electrolizei timp de 120 de minute solutii de clorura

de sodiu cu concentratiile: 1%, 3%, 5%, 7% si 9%. Curentul de electroliza a

fost de 1A. S-au recoltat probe in vederea determinarii concentratiei de clor

liber din zece in zece minute urmarindu-se atingerea unei concentratii

constante de clor liber.

Rezultate ob tinute:

A) Electroliza solutiei de NaCl 1%. (Tabel 1V)

Timp prelevare probe Volum de solutie Concentratie clor liber
(minute) metil-orange (mg/dl)
consumat (ml)

10 11 11
20 1,6 16
30 2,1 21
40 2,1 21
50 20 20
60 2,1 21
70 2,1 21
80 2,1 21
90 2,1 21
100 2,1 21
110 2,1 21
120 2,1 21
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B) Electroliza solutiei de NaCl 3%. (Tabel V)

Timp prelevare Volum de solutie Concentratie clor
probe (minute) metil-orange liber (mg/dl)
consumat (ml)

10 1,9 19
20 3,2 32
30 4,8 48
40 5,4 54
50 5,8 58
60 5,8 58
70 5,8 58
80 5,8 58
90 5,7 57
100 5,8 58
110 5,9 59
120 5,8 58

C) Electroliza solutiei de NaCl 5%. (Tabel VI)

Timp prelevare Volum de solutie Concentratie clor
probe (minute) metil-orange liber (mg/dl)
consumat (ml)

10 2,3 23

20 3,8 38

30 5,6 56

40 6,0 60

50 6,2 62

60 6,4 64

70 6,4 64

80 6,4 64

90 6,3 63
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Timp prelevare

Volum de solutie

Concentratie clor

probe (minute) metil-orange liber (mg/dl)
consumat (ml)
100 6,4 64
110 6,4 64
120 6,4 64

D) Electroliza solutiei de NaCl 7%. (Tabel VII)

Timp prelevare Volum de solutie Concentratie clor
probe (minute) metil-orange liber (mg/dl)
consumat (ml)

10 2,8 28
20 4,5 45
30 6,3 63
40 6,5 65
50 6,7 67
60 6,9 69
70 6,9 69
80 7,0 70
90 6,9 69
100 6,9 69
110 6,9 69
120 6,9 69

E) Electroliza solutiei de NaCl 9%. (Tabel VIII)

Timp prelevare

Volum de solutie

Concentratie clor

probe (minute) metil-orange liber (mg/dl)
consumat (ml)
10 3,1 31
20 5,4 54
30 6,8 68
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Timp prelevare Volum de solutie Concentratie clor
probe (minute) metil-orange liber (mg/dl)
consumat (ml)

40 7,2 72
50 7,3 73
60 7,5 75
70 7,5 75
80 7,5 75
90 7,6 76
100 7,5 75
110 7,5 75
120 7,5 75

Reprezentand grafic datele obtinute se constata ca pe masura ce
creste salinitatea solutiei supuse electrolizei, timpul necesar pentru atingerea
unei concentratii constante a clorului liber creste, atingand un maxim. Acest
fapt are importantd deosebitd pentru stabilirea salinitatii la care se va
desfasura epurarea probelor citostatice. (figura 43 a si b)

Se observa ca pentru solutile de NaCl 5%, 7%, 9% atingerea unei
concentratii constante a clorului liber se face in aproximativ 60 de minute
comparativ cu celelalte cazuri analizate unde acest echilibru se atinge mai
rapid. Folosind una din cele trei concentratii de NaCl pentru degradarea
substantelor citostatice se asigura un contact mai lung al acestora cu mediul
de reactie. Pentru epurarea probelor cu continut de substante citostatice s-a
ales solutia de NaCl 5% pentru a reduce cat mai mult necesarul de reactivi
suplimentari introdusi in procesul de degradare chimica si electrochimica a

agentilor citostatici.
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Figura 43 a. Timpul necesar pentru atingerea unei concentratii

constante a clorului liber in functie de concentratia solutiei.

Elaborarea modelului matematic statistic

In cazul in care se cunoagte variatia parametrilor unui proces fara a
dispune de modelul determinist se poate formula un model empiric prin
stabilirea unor relatii de corelare statistica.

Forma generala a unei relatii de corelare este:
¥y =Xy X, (19)

unde:

X1, ..., Xn — Variabilele independente ale procesului studiat;

y — marimea dependenta.

Determinarea valorilor coeficientilor se face prin diferite metode functie
de natura modelului (liniar sau neliniar in variabile gi coeficienti). Prin
substituirea Tn ecuatia (19) a seturilor de valori numerice (9j,xij, coes Xpj)
obtinute experimental rezultd un sistem de m ecuatii, unde m este numarul
total de experimente.

Coeficientii sistemului reprezintd necunoscutele sistemului. Pentru

alegerea valorilor coeficientilor care satisfac cat mai convenabil toate ecuatiile
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este necesara adoptarea unui criteriu de optimizare ce urmeaza a fi
minimizat.

Criteriul cel mai frecvent utilizat in prelucrarea datelor experimentale cu
eroare de masurare normal distribuita este suma patratelor abaterilor valorilor
experimentale fatd de valorile calculate cu modelul de regresie. Aceasta este

definita prin:

SZZ(yj_yj)z (20)
=1

unde:

§/J- — valorile masurate experimental pentru variabila dependenta;

y; — valorile calculate cu modelul propus pentru aceleasi valori ale

variabilelor xj;, ..., Xp;

m — numarul total de experimente.

Minimizarea functiei obiectiv (20) se realizeaza printr-o metoda de
optimizare adecvata. Daca ecuatia de regresie propusa este liniara in
coeficienti (model polinomial) sau se poate liniariza, se apeleaza la derivarea
criteriului S n raport cu coeficientii $i rezolvarea sistemului de ecuatii rezultat
prin anularea derivatelor. Aceasta metoda denumita metoda celor mai mici
patrate are avantajul usurintei in rezolvare, sistemul de ecuatii fiind
intotdeauna liniar.

Valoarea unui model este data de masura in care predictile sale
concorda cu realitatea. Dar stabilirea adecvantei unui model la realitate este
deosebit de complexd. inca din etapele de elaborare a modelului este
necesar sa se mentina un echilibru rational intre precizia cerutd modelului si
cea a informatiilor primare de care se dispune.

Se cauta ca rezultatul modelului sa aiba gradul de precizie al datelor
care se introduc in model. La nivelul de cunoastere atins astazi in studiul
sistemelor exista posibilitatea dezvoltarii mult mai riguroase decat precizia
datelor care se utilizeaza si care provin din experiente sau din formule
aproximative. Modelul ridica de multe ori probleme interesante din punct de
vedere strict matematic, dar lipsite de semnificatie pentru procesul concret

studiat. Orice model contine un anumit numar de parametrii ce trebuie
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estimati pentru a compara predictiile cu datele empirice.

Este important ca parametrii modelelor sa fie studiati in conditii
apropiate de cele existente in natura sau in sistemele reale. Precizia cu care
trebuie determinati parametrii depinde si de influenta lor in model.

Daca un model contine parametrii care nu pot fi estimati, el trebuie
modificat astfel incat sa devina verificabil [126,127,128].

Dupa calcularea parametrilor modelului, este necesar sa se efectueze
o comparatie intre prezicerile modelului i datele furnizate de procesul real.

Adecvanta globala a modelului reprezinta capacitatea modelului
identificat (cu structurd precizata si parametri identificati) de a reprezenta
datele experimentale cu o suficienta precizie in raport cu precizia (eroarea)
experimentala.

Daca modelul este adecvat, el poate fi acceptat cu conditia s& nu poata
fi simplificat, de pilda prin eliminarea unor termeni sau variabile (este
necesara testarea semnificatiei coeficientilor).

Drept indicatori ai adecvantei modelului se pot folosi:

- Deviafia standard (deviatia medie patratica), o :

Z (9| ~Yicalc) 2
o=\ (21)
n-1

- Indicatorul preciziei modelului, R?:

]

, (Yicalc_y)2
R? =121 (22)
Do y2
>y -)
i=1
Coeficientul de corelare multipla, R:
n
Z (yl _Yicalc)z
R= [1-12 (23)
Do _o\2
>(%i =)

i=1

Unde:
n — numarul de seturi de date (determinari),
y — variabila dependenta,

Yicalc — Valoarea rezultata pentru y pe baza ecuatiei de regresie,
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y; - valoarea experimentala,

y - valoarea medie.

Coeficientul de corelare multipla reprezintd o masura a capacitatii

globale a modelului de a reprezenta datele experimentale, chiar daca pe
portiuni modelul este mai putin adecvat.

Acest coeficient trebuie sa fie mai mare de 90%, fiind recomandabila

utilizarea numai impreuna cu alte teste de adecvanta pentru model si calitatea
estimatului [129].

100
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Typ(Bud) 10O 300 SRRIBINOD

Figura 43 b. Dependenta intre concentratia de clor liber generat, concentratia

solutiei de NaCl supusa electrolizei si durata acesteia.

Concentratie clor liber, [mg/dL] = -19.9723+11.5352*x+1.1391*y-
0.853*x*x+0.034*x*y-0.008*y*y

(24)
Deviatia standard= 8.0178
Indicatorul de precizie al modelului, R> = 0.8905
Coeficientul de corelatie, R = 0.9437
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6.5.2. Eficien ta epur arii unor ape reziduale cu

continut de substan te citostatice

Apele reziduale sintetice au fost utilizate in studiile preliminare de
epurare precum si la studiile de toxicitate pe sisteme biologice deoarece
prezinta avantajul de a avea o compozitie simpla si bine definita.

Au fost prelucrate prin metoda electrochimica, in vederea epurarii, ape
reziduale sintetice gi probe reale (urina) cu continut de:

- Melphalan,

- Doxorubicina,

- Metotrexat,

- Ciclofosfamida,

- Ifosfamida.

Prin modul original de conceptie al microinstalatiei experimentale, sunt
favorizate reactile de interes: oxidarea electrochimica la anod si oxidarea
chimica in masa de reactie prin speciile reactive ale clorului liber. Aceste
mecanisme combinate duc la degradarea avansata a agentilor citostatici
[130,131].

Pentru a putea colecta si studia probele reale de urina provenite de la
pacienti, s-a solicitat consimtamantul informat al acestora cu respectarea
legislatiei Tn vigoare in ceea ce priveste identitatea pacientului, si implicarea
acestuia in cercetarea stiintifica.

Determinarile experimentale au aratat ca unele dintre substantele
citostatice luate in studiu sunt foarte sensiblile la oxidare, degradandu-se
foarte repede, pe cand altele se degradeaza greu. Din acest considerent s-a
ales ca durata procesului de epurare sa fie 90 de minute pentru toate probele.

Toate probele supuse epurarii au fost analizate cromatografic,
respectiv fluorimetric pentru dozarea compusilor de interes precum si pentru
urmarirea procesului de degradare a acestora.

Dupa incheierea epurarii probele au fost analizate din punct de vedere
al citotoxicitatii prin determinari ,in vitro” pe culturi de celule si ,in vivo” pe

animale de laborator, comparativ cu probele neepurate.
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In vederea acestor determinari, toate probele recoltate in cursul
desfasurarii procesului de electroliza precum si la sfarsitul acestuia au fost
tratate corespunzator pentru neutralizarea clorului liber rezidual, atfel incat sa
fie evitata orice degradare a substantelor din momentul prelevarii din
microreactorul electrochimic si pana in momentul analizei. Aceasta
neutralizare s-a facut cu o solutie de tiosulfat de sodiu (Na;S,03) 5%. Acesta

poate neutraliza cantitati mari de clor liber conform reactiei: [132]

4Cl, + NayS,03 + 5H,0 = 8HCI + Na,S0O, + H,SO,

Absenta clorului liber se verifica prin metoda titrimetrica cu metil-oran;j
descrisa anterior.

Pentru fiecare determinare s-au prelevat 900 pL proba care a fost
introdusa intr-un tub Eppendorff de 1,5 ml care contine 100 pL de solutie
tiosulfat de sodiu 5%. Acest adaus induce un factor de eroare de 1/10 in ceea
ce priveste concentratia reala a probei analizate care trebuie luat Tn
considerare pentru determinarile cantitative.

Deoarece probele prelevate 1in cursul desfasurarii procesului
electrochimic au un volum mic (900 pL) s-a folosit urmatoarea metoda
originala (microanalitica) de verificare a absentei clorului liber rezidual: Intr-un
tub Eppendorff de 0,2 ml (folosite in tehnica PCR) se introduc pe rand:

- 50 L apa bidistilata,

- 10 uL proba prelevata pe tiosulfat,

- 5 uL solutie de acid sulfuric 30%.

- 10 pL solutie metil-oranj 0,46 g/1000 ml.

Aparitia unei culori roz persistente indica faptul cd nu mai exista clor
liber rezidual in proba respectiva.

Probele recoltate la finalul procesului de epurare, care vor fi folosite in
studiile pe modele biologice sunt tratate suplimentar:

- Neutralizarea clorului liber rezidual cu solutia de tiosulfat de

sodiu 5%: 20 ml proba + 1 ml solutie tiosulfat intr-un vas
Erlenmeyer de 50 ml. Se verifica absenta clorului liber cu

metoda descrisa mai sus.
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- pH-ul este corectat in vederea aducerii lui cit mai aproape de
7,4 (pH-ul fiziologic).

- Prin extractii in solventi organici urmate de evaporari si
resolubilizari sunt indepartati unii compusi care interfera cu
sistemele biologice si induc erori in interpretarea rezultatelor.

- Sterilizare mecanica prin filtrare pe filtre microbiologice cu
diametrul porilor de 0,2 microni.

Aceste aspecte vor fi prezentate pe larg cu particularitatile respective la

fiecare agent citostatic luat in studiu.

6.5.2.1. Epurarea Melphalanului

Melphalanul este un agent citostatic alchilant, utilizat in tratamentul
mielomului multiplu si al carcinomului ovarian avansat. Din datele de
farmacocinetica rezultd ca acesta se elimina renal netransformat in proportie
de 25 — 30% si este detectabil in urina la 48 de ore dupa administrare. Astfel
ajung in mediul Tnconjurator anumite cantitati de melphalan care sunt
crescute in cazul pacientilor care beneficiaza de transplant medular ca si
optiune terapeutica salvatoare pentrul mielomul multiplu refractar la schemele
conventionale de tratament. In aceste situatii se administreaza doze mari de
melphalan: pentru un individ de 70 — 80 Kg se adminstreaza 300 - 350 mg
melphalan. Din acesta aproximativ 80 — 100 mg se elimina prin urina si ajung
in mediul Tnconjurator [133 — 135].

Modelul experimental a fost pus la punct utilizdnd o apa reziduala
sintetica cu un continut de 15 mg/dl melphalan. S-a optat pentru acesta
concentratie superioara celor care se pot atinge in probele de urind provenite
de la pacienti pentru a se putea evidentia Tn mod facil si in timp scurt efectele
citotoxice ale compusului in sistemele biologice de investigare (culturi de
celule si animale de laborator). In mod similar s-a procedat si pentru celelalte

citostatice supuse epurarii prin metoda descrisa.
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Prepararea apei reziduale sintetice cu con  tinut de melphalan.

Se dizolva 15 mg de melphalan in 5 ml alcool etilic absolut. Solutia
astfel obtinuta se dilueaza la balon cotat de 100 ml cu solutie de clorura de
sodiu 5% obtinédndu-se astfel apa reziduald sintetica cu un continut de 15

mg/dl melphalan.

Dozarea melphalanului.

Pentru dozarea melphalanului atat in apa reziduala sintetica cat si in
probele de urind provenite de la pacienti s-a utilizat cromatografia de lichide
de Tnalta performanta (HPLC). [136] S-a utilizat un cromatograf de lichide de
Tnalta performanta tip Agilent 1100 prevazut cu un detector spectrofotometric
UV - VIS.

Conditiile de desfasurare ale analizei HPLC au fost:

- Faza mobila: 20% acetonitril + 80% apa la pH = 6 (tampon

fosfat)

- Fluxul de faza mobila: 1 ml/minut

- Coloana cu faza inversata C18. (Zorbax SB-C18)

- Temperatura coloanei: 25°C

- Volumul de proba injectat: 20 pL

- Detectie la A =260 nm

- Timpul de retentie pentru melphalan a fost de 24,3 minute

- Timpul de achizitie pentru fiecare cromatograma: 30 minute

S-a trasat o curba de etalonare pentru melphalan in conditiile date. In
tabelul IX sunt aratate datele obtinute care sunt reprezentate grafic in figura
44,

Tabel IX. Curba de etalonare a sistemului HPLC pentru melphalan:

Concentratia de

melphalan (mg/dl)

Aria picului
corespunzator

melphalanului [mAU*s]

Timpul de retentie
corespunzator

melphalanului (minute)

15 7090 24,08
10 4395 24,17
5 2120 24,32
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Concentratia de

melphalan (mg/dl)

Aria picului
corespunzator

melphalanului [mAU*s]

Timpul de retentie
corespunzator

melphalanului (minute)

2,5 954 24,46
1 335 24,66
0,5 150 24,83
0,1 26 25,02
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Figura 44. Curba de calibrare pentru melphalan.

Din analiza curbei de calibrare pentru melphalan prezentata in figura

44, reiese ca exista o foarte buna corelatie intre concentratiile de melphalan gi

ariile picului corespunzéitor acestuia (R? = 0,9979), ceea ce permite validarea

metodei de lucru si utilizarea ei pentru determinarile concentratilor de

melphalan in probele luate n lucru.

In figura 45a sunt prezentate cromatogramele pentru proba blank

(solutia solvent pentru melphalan: NaCl 5% cu etanol 5 ml/dl), respectiv 45b

— melpalan 15 mg/dl.
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Figura 45 a si b. Cromatograma HPLC pentru blank - solvent (a)
si melphalan 15 mg/dl (b).

Proba de apa reziduala sintetica cu continut de melphalan (15 mg/dl) a
fost supusa epurarii in microinstalatia experimentala, la un curent de 1A timp
de 90 de minute. S-au prelevat probe din reactorul electrochimic in cursul
desfagurarii electrolizei care au fost analizate prin metoda HPLC propusa,

obtinandu-se urmatoarele rezultate: (tabel X).
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Tabel X. Epurarea apei reziduale sintetice cu continut de melphalan.

Analiza HPLC.

Momentul Aria picului Timpul de retentie | Concentratia
recoltarii probei corespunzator corespunzator de melphalan
(minute) melphalanului melphalanului (mg/dl)
[MAU*s] (minute)

0 6567,0 23,95 13,4
1 60,3 24,58 0,2
2 10,7 24,76 0,03
3 3,1 24,89 0,01
4 - - -
5 - - -
10 - - -
15 - - -
30 - - -
60 - - -
90 - - -

Se observa ca in primele 3 minute de electroliza concentratia de

melphalan scade sub limita de detectie a aparatului, insa este posibil ca, alti

compusi intermediari (potential toxici) formati in cursul oxidarii sa fie inca

prezenti in mediul de reactie. Din acest considerent se continua electroliza

pina la minutul 90 cand se preleveaza probe atat pentru studiile de

citotoxicitate pe sisteme biologice cat si pentru analiza GC-MS cu scopul de a

verifica daca apar alti compusi evidentiabili si posibil identificabili prin aceasta

metoda.

In figura 46 este reprezentata variatia concentratiei de melphalan din

proba sintetica in primele 3 minute ale procesului de epurare electrochimica.

Din grafic se observa ca scaderea concentratiei de melphalan are loc dupa o

ecuatie exponentiala:
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(25)

Valoarea coeficientului de corelatie obtinuta (0,8818) indica faptul ca

aceasta ecuatie aproximeaza bine evolutia concentratiei de melphalan pe

durata procesului de epurare.

Concentratie melphalan, [mg/dL]

16

14

12

10

1 15 2 25

Durata procesului de electroliza t, [min]

R 2

3.5

primele 3 minute ale procesului de epurare electrochimica.

Figura 46. Variatia concentratiei de melphalan din proba sintetica in

S-au supus epurarii cinci probe reale de urina provenite de la pacienti

cu mielom multiplu care au beneficiat de transplant autolog de celule stem

hematopoetice. Terapia de conditionare pretransplant a acestor pacienti a

constat din monochimioterapie cu doze mari de melphalan: 140 — 160 mg/m?

suprafata corporald, ceea ce inseamna o doza de aproximativ 300 - 350 mg

melphalan intr-o singura administrare.

Concentratiile de melphalan determinate prin metoda HPLC in urina

pacientilor respectivi au fost urmatoarele: (tabel XI)
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Tabel XI. Concentratiile urinare de melphalan ale pacientilor luati in

studiu.
Pacient Concentratia urinara de Concentratia de
melphalan (mg/dl) melphalan (mg/dl) in
urina salefiata

Pacient 1 1,8 1,4
Pacient 2 2,1 1,6
Pacient 3 1.4 1

Pacient 4 1,6 1,3
Pacient 5 11 0,9

In tabelul XII si figura 47 se prezinta datele obtinute in urma epurarii

probelor reale de urina provenite de la pacientii inclugi in studiu.

Tabel XII Epurarea probelor reale de urind cu continut de melphalan.

Concentratiile de melphalan determinate HPLC.

Timp (minute) 0 0,5 1 15| 2 3 4 5
P1 1,4 0.4 0.13 | 0.02 - - -
P2 1,6 0.38 0.15 |0.03 - - -
P3 1 0.3 0.05 |0.02 - - -
P4 1,3 0.35 0.10 |0.01 - - -
P5 0,9 0.28 0.08 |0.02 - - -
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Figura 47. Epurarea probelor reale de urina cu continut de melphalan.

Analiza datelor experimentale obtinute in urma epurarii probelor reale
provenite de la cei 5 pacienti indica o variatie a concentratiei de melphalan
asemanatoare cu cea obtinuta in urma epurarii probei sintetice.

Drept urmare, s-a verificat modul in care ecuatia de variatie a
concentratiei de melphalan Tn proba sintetica descrie evolutia concentratiilor
de melphalan in probele reale.

Concordanta dintre datele experimentale obtinute in urma epurarii
probele reale provenite de la cei 5 pacienti si cele obtinute Tn urma aplicarii
ecuatiei de variatie a concentratiei de melphalan in proba sintetica este redata

n figura 48.
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Figura 48. Concordanta dintre datele experimentale obtinute in urma epurarii
probelor reale provenite de la cei 5 pacienti gi cele obtinute in urma aplicarii

ecuatiei de variatie a concentratiei de melphalan in proba sintetica.

Din figura se observa ca valorile teoretice calculate se apropie foarte
mult de cele experimentale ceea ce arata ca ecuatia generata pe baza datelor
experimentale obtinute in urma epurarii probei sintetice poate fi aplicata, cu
succes, pentru toate probele reale provenite de la pacienti tratati cu diferite
doze de melphalan.

Mecanismele de degradare prin oxidare electrochimica ale
substantelor organice sunt de reguld foarte complexe gi daca degradarea
decurge complet deobicei se ajunge pina la dioxid de carbon si apa.

Se propun pentru toate citostaticele luate in studiu, cele mai probabile
cai de degradare electrochimica. Aceste mecanisme prezentate teoretic au
putut fi partial verificate prin metode analitice de mare sensibilitate: gaz
cromatografia cuplata cu spectrometrie de masa precum i studiile
complementare de citotoxicitate efectuate pe sisteme biologice: culturi de
celule si animale de laborator.

In cazul melphalanului, transformarile care au loc cel mai probabil in

cursul degradarii electrochimice, sunt prezentate in figura 49.
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Figura 49. Degradarea prin oxidare electrochimica a melphalanului.

S-a urmarit daca la sfarsitul celor 90 de minute de electroliza, in masa
de reactie mai persista compusi organici detectabili prin cromatografie de
gaze cuplata cu spectrometrie de masa.

Pentru aceasta, 750 puL de proba in care s-a neutralizat clorul liber
rezidual, s-au supus extractiei lichid - lichid cu 500 pL de amestec 1:1
diclormetan-cloroform. Extractia s-a realizat in tuburi de sticla de 2 ml cu dop
de teflon prin vortexare energica timp de 20 de minute. Dupa separarea fazei
organice cu ajutorul unei micropipete de sticla, aceasta a fost supusa uscarii
pe clorura de calciu anhidra timp de 24 de ore dupa care a fost injectata in
cromatograf. S-a folosit un cromatograf de gaze cuplat cu spectrometru de
masa de tip Agilent HP GC 6890 MS 5973 [43].
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Parametrii de analiza GC-MS au fost:

- Volumul de proba injectat: 2 pL

- Mod de injectare: manual

- Temperatura injector: 250 °C

- Coloana nepolara de tip HP-5MS. Lungimea 30 m, diametrul
interior 0,25 mm, grosimea filmului de faza stationara 0,25
microni.

- Program de temperatura cuptor: 60 — 300 °C, cu o viteza de
crestere a temperaturii de 4 °C/minut, si un hold de 5 minute la
300 °C.

- Delay time-ul 7 minute (pentru a se evita supraincarcarea MS
— ului)

- Plaja de scanare m/z: 30 — 600 u.a.m.

- Energia de ionizare: 70 eV.

- Durata unei analize: 65 de minute.

Cromatograma obtinuta in urma analizarii efluentului rezultat de la
epurarea melphalanului este prezentata in figura 50. Din analiza
cromatogramei se observa ca nu exista compusi evidentiabili prin metoda
GC-MS in efluentul rezultat in urma epurarii electrochimice a melphalanului.

Tindnd cont de faptul ca in etapele prefinale ale degradarii
melphalanului se formeaza preponderent acizi carboxilici, compusi puternic
polari, este probabil ca acestia sa nu poata fi separati de sistemul GC-MS pe

care s-a lucrat.
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Figura 50. Cromatograma obtinuta in urma analizarii GC a efluentului rezultat

de la epurarea melphalanului. Timp de electroliza 90 minute la un curent de
1A.

S-a calculat randamentul de epurare al melphalanului in conditile date
de electroliza ca fiind raportul intre concentratia de melphalan la minutul 3 de
electroliza (limita de detectie a aparatului) notatd cu C; si concentratia de
melphalan initiala notata cu C..

Pentru proba sintetica acest randament este:

nma!'p halen

N
=100—-L.100 = 99,930
C; (26)

Pentru probele de urina provenite de la pacienti s-a calculat o valoare

medie a acestui randament:

Cy
=100——-100 = 9982%
C; (27)

nma!'phrﬂrzn
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6.5.2.2. Epurarea Doxorubicinei

Doxorubicina este un agent citostatic potent din clasa antibioticelor
antitumorale. Este o antraciclina sintetizata de Streptomyces peucetius,
avand in structura un nucleu antrachinonic atasat unui zahar aminat. Se
administreaza in leucemii, limfoame, sarcoame ale partilor moi. Dozele
administrate variaza intre 30 — 75 mg/m? suprafata corporald. Din analiza
datelor de farmacocinetica reiese ca doxorubicina se metabolizeaza hepatic
rezultand metaboliti inactivi dar i activi cu potential citotoxic care se elimina
atat urinar cat si digestiv. Doxorubicina este usor de evidentiat in urina
pacientilor pentru ca acesta este colorata Tn rosu cateva zile dupa
administrare. Doze crescute de doxorubicind se administreaza pacientilor
suferinzi de osteosarcoame: 50 -75 mg/m?, adicd 85 — 100 mg pentru un
pacient adult de greutate si talie medie. Din aceasta o parte ajunge ih mediul
fnconjurator odata cu urina si fecalele pacientilor [137-139].

Modelul experimental a fost pus la punct utilizand o apa reziduala
sintetica cu un continut de 10 mg/dl doxorubicina. S-a optat pentru acesta
concentratie superioara celor care se pot atinge in probele de urina provenite
de la pacienti pentru a se putea evidentia in mod facil si in timp scurt efectele
citotoxice ale compusului in sistemele biologice de investigare (culturi de
celule si animale de laborator).

Prepararea apei reziduale sintetice cu con tinut de doxorubicin a.

Se dizolva 10 mg doxorubicina in 5 ml apa bidistilata. Solutia astfel
obtinuta se dilueaza la balon cotat de 100 ml cu solutie de clorura de sodiu
5% obtinandu-se astfel apa reziduald sinteticd cu un continut de 10 mg/dl
doxorubicina. Trebuie mentionat faptul ca doxorubicina se dizolva mult mai
usor in apa distilata decat in solutii saline, acesta fiind considerentul pentru
care s-a ales ca solvent initial apa distilata. In mod similar se procedeaza gi in
clinica pentru dizolvarea doxorubicinei.

Dozarea doxorubicinei.

Pentru dozarea doxorubicinei atat in apa reziduala sintetica cat si in
probele de urind provenite de la pacienti s-a utilizat metoda fluorimetrica
[34,37].
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S-a utilizat un fluorimetru tip Jasco. Pentru doxorubicina, din datele de
literatura, s-au stabilit lungimile de unda pentru excitatie si pentru emisie.

- Excitatie la A = 480 nm.

- Emisie la A = 550 nm.

S-a trasat o curba de calibrare pe o serie de sase dilutii preparate din
solutia de 10 mg/dl doxorubicina. Dilutiile s-au facut utilizdnd drept solvent tot

solutia de NaCl 5%. Datele obtinute sunt prezentate in tabelul XIII.

Tabel XIlll. Dependenta fluorescenta - concentratie pentru

doxorubicina.

Concentratia 10 5 2,5 1 0,5 0,1
Doxorubicinei
(mg/dl)

Intensitatea | 0,1932 | 0,0951 | 0,0348 | 0,0192 | 0,0120 | 0,0035
fluorescentei
(unitati

relative)

Reprezentarea grafica a datelor este aratata in figura 51.

0.25

0.2

y=0.0193x - 0.0017
R®=0.9936

o
[N
(6]

[Unitati relative]

o
o o
(&) ol

Intensitatea relativa a fluorescentei

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Conc. doxorubicina, [mg/dL]

Figura 51. Curba de calibrare pentru doxorubicina.
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Din analiza curbei de calibrare pentru doxorubicina prezentata in figura
51, reiese ca exista o foarte buna corelatie intre concentratile de
doxorubicina si intensitatea relativa a fluorescentei corespunzatoare acesteia
(R? = 0,9936), ceea ce permite validarea metodei de lucru si utilizarea ei
pentru determinarile concentratiilor de doxorubicina in probele luate in lucru.

Proba de apa reziduala sintetica cu continut de doxorubicina (10 mg/dl)
a fost supusa epurarii in microinstalatia experimentala, la un curent de 1A
timp de 90 de minute. Doxorubicina fiind intens colorata in rosu este foarte
usor de urmarit vizual in cursul desfasurarii procesului de electroliza.

Deteminarile preliminare au aratat atat vizual cat si fluorimetric ca
doxorubicina este foarte sensibila la conditile oxidante din microreactorul
electrochimic, astfel incat s-a impus recoltarea probelor in vederea
determinarilor cantitative fluorimetrice la intervale mult mai scurte de timp
comparativ cu ceilalti agenti citostatici luati n lucru. Durata totalad a procesului
de epurare a fost tot de 90 de minute pentru a se distruge si intermediarii
formati care nefiind fluorocromi nu pot fi detectati fluorimetric. S-au prelevat
probe din reactorul electrochimic in cursul desfasurarii electrolizei care au fost
analizate prin metoda fluorimetricd  propusa, obtindndu-se urmatoarele
rezultate (tabel XIV).

Probele trebuie tratate cu tiosulfat de sodiu imediat dupa recoltare
conform protocolului descris mai sus deoarece chiar gi cantitati minime de clor
liber oxideaza rapid doxorubicina din proba compromitand astfel rezultatele

determinarilor cantitative.

Tabel XIV Epurarea apei reziduale sintetice cu continut de

doxorubicina. Analiza fluorimetrica.

Momentul recoltarii Intensitatea relativa a Concentratia de
probei semnalului de doxorubicina (mg/dl)
(minute) fluorescenta.
0 0,1925 9,96
0,25 0,0112 0,57
0,5 0,0036 0,18
1 0,0020 0,10
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Momentul recoltarii Intensitatea relativa a Concentratia de
probei semnalului de doxorubicina (mg/dl)
(minute) fluorescenta.
1,5 0,0007 0,03
2 - -
5 - -

In figura 52 este reprezentata variatia concentratiei de doxorubicina din
proba sintetica in primele 1,5 minute ale procesului de epurare
electrochimica. Din grafic se observa ca scaderea concentratiei de

doxorubicina are loc dupa o ecuatie exponentiala:

m L
doxorubicina (_g] = 7 . g~ #1178 timp (min)

dl (28)

Valoarea coeficientului de corelatie obtinuta (0,7219) indica faptul ca aceasta
ecuatie aproximeaza satisfacator evolutia concentratiei de doxorubicina pe

durata procesului de epurare.

12

10 »

Conc. doxorubicina, [mg/dL]
o
/

4 y = 7e—4.1781x
- R?=0.7219
. \
0 . . .
0 0.5 1 1.5 2

Durata procesului de electroliza t, [min]
Figura 52. Variatia concentratiei de doxorubicina din proba sintetica in

primele 1,5 minute ale procesului de epurare electrochimica.

S-au supus epurarii patru probe reale de urina provenite de la pacienti

Cu osteosarcoame care au beneficiat de polichimioterapie care a inclus si
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doxorubicina. S-au administrat doze mari de doxorubicind: 50 — 60 mg/m?

suprafata corporald, ceea ce inseamna o doza de aproximativ 80 - 90 mg

doxorubicina pentru o administrare.

respectivi au fost urmatoarele: (tabel XV)

Concentratiile de doxorubicina determinate

in urina pacientilor

Tabel XV. Concentratiile urinare de doxorubicina ale pacientilor luati in

studiu.
Pacient Concentratia urinara de Concentratia de
doxorubicina (mg/dl) doxorubicina (mg/dl) in
urina salefiata
Pacient 1 0,9 0,68
Pacient 2 1.2 0,9
Pacient 3 0,8 0,6
Pacient 4 0,6 0,45

In tabelul XVI se prezinta datele obtinute in urma epurarii probelor

reale de urina provenite de la pacientii inclugi n studiu.

Tabel XVI

doxorubicina. Concentratii de doxorubicina determinate fluorimetric.

Epurarea probelor

reale de wurina cu continut de

Timp 0 15 | 30 1 |15 2 5 10 | 30 | 60 | 90
(sec/min) sec | sec | min | min | min | Min | Min | min | Min | Min
P1 0,68 0,04 | - - - - - - - - -
P2 0,9 | 0,06 | - - - - - - - - -
P3 06 | 0,03 ]| - - - - - - - - -
P4 0,45 0,03 | - - - - - - - - -
Degradarea compusului n probele reale se face foarte rapid

nepermitand citirea a suficiente valori de

prelucrarea grafica a datelor obtinute.

concentratie care sa permita

In cazul doxorubicinei, transformarile care au loc cu probabilitatea cea

mai mare in cursul degradarii electrochimice, sunt prezentate in figura 53.
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Figura 53. Degradarea prin oxidare electrochimica a doxorubicinei.

S-a urmarit daca la sfarsitul celor 90 de minute de epurare
electrochimica a doxorubicinei, Tn masa de reactie mai persista compusi
organici detectabili prin cromatografie de gaze cuplata cu spectrometrie de
masa.

Prelucrarea probei in vederea analizei GC-MS s-a facut similar cu cea
descrisa la epurarea melphalanului [43]. Protocolul de extractie si conditiile de
analiza sunt identice asa ca in continuare vor fi prezentate doar datele

obtinute prin interpretarea cromatogramei.
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Cromatograma obtinuta in urma analizarii efluentului rezultat de la

epurarea doxorubicinei este prezentata in figura 54. Din analiza

cromatogramei se observa ca nu exista compusi evidentiabili prin metoda
GC-MS in efluentul rezultat in urma epurarii electrochimice a doxorubicinei.
Tindnd cont ca si in cazul epurarii doxorubicinei, la fel ca in cazul
melphalanului, Tn etapele prefinale ale degradarii se formeaza preponderent
acizi carboxilici, compusi puternic polari, este probabil ca acestia sa nu poata

fi separati de sistemul GC-MS pe care s-a lucrat.
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Figura 54. Cromatograma obtinuta in urma analizarii GC a efluentului rezultat
de la epurarea doxorubicinei. Timp de electroliza 90 minute la un curent de
1A.

S-a calculat randamentul de epurare al doxorubicinei Tn conditiile date
de electroliza, ca fiind raportul intre concentratia de doxorubicina la minutul
1,5 de electroliza (limita de detectie a aparatului) notata cu C; si concentratia
de doxorubicina initiala notata cu C;.

Pentru proba sintetica acest randament este:

TFdDID?'Ebfo?!E

Cr
= 100 —F - 100 = 99,704

L

(29)
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Pentru probele de urina provenite de la pacienti s-a calculat o valoare

medie a acestui randament:

s ,
Naoxorubicing — 100 — ? - 100 = 93,9%

(30)

6.5.2.3. Epurarea Metotrexatului

Metotrexatul este un medicament cu efect citotoxic care actioneaza ca
antimetabolit al acidului folic. Din datele de farmacocinetica reiese ca se
elimina preponderent renal (80%) nemodificat, in decurs de 24 ore ceea ce
face sa ajunga in mediul inconjurator odata cu urina pacientilor tratati.
Contaminarea mediului Thconjurator devine semnificativa in cazul in care
sursa de poluare este reprezentatd de pacienti care primesc doze mari de
metotrexat: 5 - 12 g/m? suprafata corporala, corespunzator la 10 — 20 de
grame metotrexat in 24 de ore. De aceste doze beneficiaza pacientii cu
leucemii acute limfoblastice precum si cei cu sarcom Ewing [141,142,143].

Prepararea apei reziduale sintetice cu con tinut de metotrexat.
Se dizolva 200 mg de metotrexat in 100 ml solutie de clorura de sodiu
5% la balon cotat.

Dozarea metotrexatului.

Pentru dozarea metotrexatului atat in apa reziduala sintetica cat si in
probele de urind provenite de la pacienti s-a utilizat cromatografia de lichide
de Tnalta performanta (HPLC) [144].

S-a utilizat un cromatograf de lichide de inaltd performanta tip Agilent

1100 prevazut cu un detector spectrofotometric UV — VIS.
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Conditiile de desfasurare ale analizei HPLC au fost:

- Faza mobila: 20% acetonitril + 80% apa la pH = 6 (tampon

fosfat)

- Fluxul de faza mobila: 1 ml/minut

- Coloana cu faza inversata C18. (Zorbax SB-C18)

- Temperatura coloanei: 25°C

- Volumul de proba injectat: 20 pL
- Detectie la A =373 nm

- Timpul de retentie pentru metotrexat a fost de 2,2 minute

- Timpul de achizitie pentru fiecare cromatograma: 10 minute

S-a trasat o curba de etalonare pentru metotrexat in conditiile date. In

tabelul XVII sunt aratate datele obtinute care sunt reprezentate grafic in figura

54.

Tabel XVII. Curba de etalonare pentru metotrexat:

Concentratia de
metotrexat (mg/dl)

Aria picului
corespunzator

metotrexatului [MAU*s]

Timpul de retentie
corespunzator

metotrexatului (minute)

200 20179 2,23
150 14605 2,23
100 9234 2,25
50 4923 2,28
25 2420 2,29
10 963 2,31
5 424 2,34
1 65 2,37
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Figura 54. Curba de calibrare pentru metotrexat.

Din analiza curbei de calibrare pentru metotrexat prezentata in figura
54, reiese ca exista o foarte buna corelatie intre concentratile de metotrexat
si ariile picului corespunzitor acestuia (R?® = 0,9985), ceea ce permite
validarea metodei de lucru gi utilizarea ei pentru determinarile concentratiilor

de metotrexat in probele luate in lucru.

In figura 55 a sunt prezentate cromatogramele pentru proba blank
(solutia solvent pentru metotrexat: NaCl 5%), respectiv 55 b — metotrexat
200 mg/dl.
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Figura 55 a si b. Cromatograma HPLC pentru blank - solvent (a)

si metotrexat 200 mg/dl (b).

Proba de apa reziduala sintetica cu continut de metotrexat (200 mg/dl)
a fost supusa epurarii in microinstalatia experimentala, la un curent de 1A
timp de 90 de minute. S-au prelevat probe din reactorul electrochimic in
cursul desfasurarii electrolizei care au fost analizate prin metoda HPLC

propusa, obtindndu-se urmatoarele rezultate: (tabel XVII).
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Tabel XVIII. Epurarea apei reziduale sintetice cu continut de

metotrexat. Analiza HPLC.

Momentul Aria picului Timpul de retentie | Concentratia
recoltarii probei corespunzator corespunzator de metotrexat
(minute) metotrexatului metotrexatului (mg/dl)
[MAU*s] (minute)

0 20179 2,23 200

1 19573 2,23 194

2 18363 2,25 182

3 17656 2,28 175

4 17051 2,29 169

5 16344 2,31 162

10 12813 2,32 127

15 9080 2,34 90

30 5145 2,35 51

60 807 2,37 8

90 202 2,38 2

Se observa ca, concentratia de metotrexat scade treptat si ajunge
aproape de limita de detectie abia la minutul 90 de electroliza, deci acest
compus este foarte rezistent la degradarea prin oxidare electrochimica,
comparativ cu ceilalti agenti citostatici luati Tn studiu.

In figura 56 este reprezentata variatia concentratiei de metotrexat din
proba sintetica in timpul procesului de epurare electrochimica. Din grafic se
observa ca scaderea concentratiei de metotrexat are loc dupa o ecuatie

exponentiala:

m - . ot
Metaﬂexat{d—f) = 206,49 - g ~0:052¢imp (min) (31)

Valoarea coeficientului de corelatie obtinuta (0,9978) indica faptul ca
aceasta ecuatie aproximeaza foarte bine evolutia concentratiei de metotrexat

pe durata procesului de epurare.
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Figura 56. Variatia concentratiei de metotrexat din proba sintetica in

timpul procesului de epurare electrochimica.

Din acest considerent se continua electroliza pina la minutul 90 cand
se preleveaza probe atat pentru studiile de citotoxicitate pe sisteme biologice
cat si pentru analiza GC-MS cu scopul de a verifica daca apar alti compusi

evidentiabili si posibil identificabili prin aceasta metoda.

S-au supus epurarii noua probe reale de urina provenite de la pacienti
cu leucemii si sarcoame Ewing care au beneficiat chimioterapie cu doze mari
de metotrexat. Terapia a presupus administrarea unor doze mari de
metotrexat: 5 — 12 g/m? suprafata corporala, ceea ce inseamna o doza de
aproximativ 10 -20 g metotrexat in 24 de ore. Din aceasta cantitate,

aproximativ 80% se regaseste in urina pacientilor respectivi.

Concentratiile de metotrexat determinate in urina pacientilor respectivi

au fost urmatoarele: (tabel XIX)

127

BUPT



Tabel XIX. Concentratiile urinare de metotrexat ale pacientilor luati in

studiu.
Pacient Concentratia urinara de Concentratia de
metotrexat (mg/dl) metotrexat (mg/dl) in
urina salefiata
Pacient 1 246 198
Pacient 2 195 156
Pacient 3 267 221
Pacient 4 262 212
Pacient 5 175 138
Pacient 6 232 186
Pacient 7 160 129
Pacient 8 191 154
Pacient 9 165 135

In tabelul XX si figura 57 se prezinta datele obtinute n urma epurarii

probelor reale de urina provenite de la pacientii inclugi in studiu.

Tabel XX. Epurarea probelor reale de urinad cu continut de metotrexat.

Analiza HPLC.

Pacient | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
nr. /

Timp

(min)

0 198 | 156 221 212 138 186 129 154 135
1 194 | 151 215 207 134 179 123 147 129
2 180 | 143 206 197 126 173 115 138 124
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Pacient | 1 2 3 4 5 6 7 8 9

nr. /

Timp

(min)

3 178 | 137 195 185 119 | 168 108 131 117

4 171 | 129 | 187 179 108 | 163 |98 126 108

5 165 | 120 |178 168 100 [160 |95 121 102

10 130 |89 145 121 72 123 |63 88 70

15 88 |50 108 |91 28 79 24 53 27

30 50 |31 68 48 17 38 15 27 14

60 8 6 12 11 6 7 5 6 5

90 3 2 5 3 2 2 2 2 2

—e—P1
N —=— P2
2 ——P3
% ->-P4
5 —%—P5
% —e—P6
= ——P7
(&)
S ——P8
o —— P9
—
80 100

Durata procesului de electroliza, [min]

Figura 57. Epurarea probelor reale de urina cu continut de metotrexat.
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Analiza datelor experimentale obtinute Tn urma epurarii probele reale
provenite de la cei 9 pacienti indica o variatie a concentratiei de metotrexat
asemanatoare cu cea obtinuta in urma epurarii probei sintetice.

Drept urmare, s-a verificat modul in care ecuatia de variatie a
concentratiei de metotrexat in proba sintetica descrie evolutia concentratiilor
de metotrexat in probele reale.

Concordanta dintre datele experimentale obtinute in urma epurarii
probelor reale provenite de la cei 9 pacienti si cele obtinute in urma aplicarii
ecuatiei de variatie a concentratiei de metotrexat in proba sintetica este

redata in figura 58.

250.00
* P1
200.00
= P2
_S A P3
© 150.00 % P4
o
L x P5
o
© 100.00 e P6
E + P7
50.00 "P8
P9
0.00 ‘ ‘
0 50 100 150 200 250
Valoare experimentala

Figura 58. Concordanta dintre datele experimentale obtinute in urma
epurarii probelor reale provenite de la cei 9 pacienti si cele obtinute Tn urma

aplicarii ecuatiei de variatie a concentratiei de metotrexat in proba sintetica.
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Din figura se observa ca valorile teoretice calculate se apropie foarte
mult de cele experimentale ceea ce arata ca ecuatia generata pe baza datelor
experimentale obtinute Tn urma epurarii probei sintetice poate fi aplicata, cu
succes, pentru toate probele reale provenite de la pacienti tratati cu diferite

doze de metotrexat.

In cazul metotrexatului, transformarile care au loc cu cea mai mare

probabilitate in cursul degradarii electrochimice, sunt prezentate in figura
59a.

(S2{(2AdaningdeionGinetieiicning ‘0( ¢0< ¢o<
bemilenirgpetaredacand
o oicaid
%qmm&addmk/f | Qo fox
* (48]
O H @
¢o< ¢o< ‘O(

@ +HO

Figura 59a. Degradarea prin oxidare electrochimica a

metotrexatului.

S-a urmarit daca la sfarsitul celor 90 de minute de epurare

electrochimica a metotrexatului, in masa de reactie mai persista compusi
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organici detectabili prin cromatografie de gaze cuplata cu spectrometrie de
masa.

Prelucrarea probei in vederea analizei GC-MS s-a facut similar cu cea
descrisa la epurarea celorlalte medicamente citostatice.

Protocolul de extractie si conditiile de analiza sunt identice asa ca in
continuare vor fi prezentate doar datele obtinute prin interpretarea
cromatogramei [43].

Cromatograma obtinuta in urma analizarii efluentului rezultat de la
epurarea metotrexatului este prezentatda in figura 59b. Din analiza
cromatogramei se observa ca nu exista compusi evidentiabili prin metoda
GC-MS in efluentul rezultat in urma epurarii electrochimice a metotrexatului.
Tindnd cont ca si in cazul epurarii metotrexatului, la fel ca si in cazul
melphalanului respectiv doxorubicinei, in etapele prefinale ale degradarii se
formeaza preponderent acizi carboxilici, compusi puternic polari, este probabil

ca acestia sa nu poata fi separati de sistemul GC-MS pe care s-a lucrat.

Bbundance — e MIXeoD
55000
50000
45000
40000/
35000
30000
25000
20000
15000
10000

50004 "Jﬂﬂmﬁ,daﬁ““ﬂwﬂ
\WMMWWM_ : e

Bt S T o

Time~> 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 _ 4500 5000 5500 0.0

Figura 59b. Cromatograma obtinuta in urma analizei GC a efluentului
rezultat de la epurarea metotrexatului. Timp de electroliza 90 minute la un

curent de 1A.

132

BUPT



S-a calculat randamentul de epurare al metotrexatului in conditiile date
de electroliza, ca fiind raportul intre concentratia de metotrexat la minutul 90

de electroliza notata cu Cs si concentratia de metotrexat initiala notata cu C;.

Pentru proba sintetica acest randament este:

T;ri'.‘"_ﬂ totrexat

s
= 100 ——-100= 9904
G (32)

Pentru probele de urina provenite de la pacienti s-a calculat o valoare

medie a acestui randament:

&
=100 ——-100=98,5%
C; (33)

nma totrexat

6.5.2.4. Epurarea Ciclofosfamidei.

Ciclofosfamida este un agent alchilant derivat de mecloretamina folosit
in tratamentul multor afectiuni oncologice: limfoame, mielom multiplu,
neuroblastom, sarcoame ale partilor moi, tumori testiculare si unele leucemii.
Doze mari de ciclofosfamida se administreaza in monochimioterapia
intermitenta: 40 mg/ Kg corp/zi sub protectia unei hidratari adecvate deoarece
are actiune puternic iritanta pe caile renale. Din datele de farmacocinetica
reiese ca ciclofosfamida se elimina renal in proportie de 30% nemodificata,
ceea ce face ca urina pacientilor tratati cu doze mari de ciclofosfamida sa
contina cantitati semnificative din acest compus citostatic. Datele de literatura
au aratat ca ciclofosfamida prezinta efect teratogen si leucemogen.

Deasemenea este iritanta daca ajunge pe tegumente, de aceea in caz de
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contact accidental cu aceasta substanta tegumentul trebuie spalat cu apa din
abundenta [145-147].

Prepararea apei reziduale sintetice cu con tinut de ciclofosfamid a.
Ciclofosfamida se prezinta sub forma unei pulberi albe ugor solubile in
apa. Se dizolva 100 mg de ciclofosfamida in 100 ml solutie de clorura de

sodiu 5% la balon cotat.

Dozarea ciclofosfamidei.

Pentru dozarea ciclofosfamidei atat in apa reziduala sintetica cat si in
probele de urind provenite de la pacienti s-a utilizat cromatografia de lichide
de Tnalta performanta (HPLC) [148,149].

S-a utilizat un cromatograf de lichide de inalta performanta tip Agilent
1100 prevazut cu un detector spectrofotometric UV — VIS.

Conditiile de desfasurare ale analizei HPLC au fost:

- Faza mobila: 20% acetonitril + 80% apa la pH = 6 (tampon

fosfat)

- Fluxul de faza mobila: 1,3 ml/minut

- Coloana cu faza inversata C18. (Zorbax SB-C18)

- Temperatura coloanei: 25°C

- Volumul de proba injectat: 20 pL

- Detectie la A =200 nm

- Timpul de retentie pentru ciclofosfamida a fost de 18,8 minute

- Timpul de achizitie pentru fiecare cromatograma: 23 minute

S-a trasat o curba de etalonare pentru ciclofosfamida in conditiile date
de analiza. In tabelul XXI sunt aratate datele obtinute care sunt reprezentate

grafic in figura 60.

134

BUPT



Tabel XXI. Curba de etalonare pentru ciclofosfamida:

Concentratia de Avria picului Timpul de retentie
ciclofosfamida (mg/dl) corespunzator corespunzator
ciclofosfamidei ciclofosfamidei (minute)
[MAU*s]

100 2633 18,74

50 1207 18,91

25 565 19,20

10 189 19,53

5 84 19,71
1 23 19,78
0,5 20 19,85
0,1 8,5 19,92
3000
@ 2500 -
2
T y = 26.187x - 36.002
< 200 R? = 0.9973
S
§ 1500 -
2
o
S 1000 -
o
2
o 500
< /
O T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Conc. ciclofosfamida, [mg/dL]

Figura 60. Curba de calibrare pentru ciclofosfamida.

Din analiza curbei de calibrare pentru ciclofosfamida prezentata in
figura 60, reiese ca existd o foarte buna corelatie intre concentratile de
ciclofosfamida si ariile picului corespunzator acesteia (R? = 0,9973), ceea ce
permite validarea metodei de lucru si utilizarea ei pentru determinarile

concentratiilor de ciclofosfamida in probele luate in lucru.
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In figura 61 a sunt prezentate cromatogramele pentru proba blank
(solutia solvent pentru ciclofosfamida: NaCl 5%), respectiv. 61 b —

ciclofosfamida 100 mg/dl.
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Figura 61 a si b. Cromatograma HPLC pentru blank - solvent (a)
si ciclofosfamida 100 mg/dl (b).

Proba de apa reziduala sinteticad cu continut de ciclofosfamida (100

mg/dl) a fost supusa epurarii in microinstalatia experimentala, la un curent de
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1A timp de 90 de minute. S-au prelevat probe din reactorul electrochimic in

cursul desfagurarii electrolizei care au fost analizate prin metoda HPLC

propusa, obtindndu-se urmatoarele rezultate: (tabel XXII).

Tabel XXII.

Epurarea apei

ciclofosfamida. Analiza HPLC.

reziduale sintetice cu continut de

Momentul Aria picului Timpul de retentie | Concentratia
recoltarii probei corespunzator corespunzator de
(minute) ciclofosfamidei ciclofosfamidei ciclofosfamida
[MAU*s] (minute) (mg/dl)

0 2626 18,89 100

1 1669 19,00 69

2 713 19,21 29,5

3 240 19,51 10

4 78 19,96 4,6

5 14 20,10 0,8

10 6 20,12 0,3

15 - - -

30 - - -

60 - - -

90 - - -

Se observa ca, concentratia de ciclofosfamida scade treptat in cursul
degradarii electrochimice gi ajunge la limita de detectie a instrumentului
(HPLC) la minutul 10 ceea ce o incadreaza intre compugii cu rezistenta
intermediara la degradarea prin oxidare electrochimica, comparativ cu ceilalti
agenti citostatici luati in studiu.

In figura 62 este reprezentata variatia concentratiei de ciclofosfamida
din proba sintetica in timpul procesului de epurare electrochimica. Din grafic
se observa ca scaderea concentratiei de ciclofosfamida are loc dupa o

ecuatie exponentiala:
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m e
ciclofosfamida (_g] = 100 - g~ %€727 timpimin)

dl (34)

Valoarea coeficientului de corelatie obtinutad (0,8859) indica faptul ca
aceasta ecuatie aproximeaza bine evolutia concentratiei de ciclofosfamida pe

durata procesului de epurare.

120
100 4\
80
60 * y - 100e-0.6727x
R%=0.8859

40
\

20

O T T * T I ?

0 2 4 6 8 10 12

Durata procesului de electroliza t, [min]

Conc. ciclofosfamida, [mg/dL]

Figura 62. Variatia concentratiei de ciclofosfamida din proba sintetica

Tn timpul procesului de epurare electrochimica.

Ciclofosfamida este un compus care se preteaza foarte bine pentru
analiza prin metoda GC-MS. Aplicand aceasta metoda la analiza probelor
prelevate in timpul epurarii electrochimice pana la minutul 90 inclusiv, s-a
constatat ca exista ciclofosfamida nereactionata chiar gi la minutul 60 de la
inceputul electrolizei. Aceasta observatie vine in sprijinul afirmatiei ca durata
electrolizei trebuie sa o depaseasca pe aceea a disparitiei compusului studiat

prin metoda HPLC care in acest caz are o sensibilitate inferioara GC-MS-ului.
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In cele ce urmeaza va fi prezentata cromatograma GC (minutul 60)
relevanta pentru afirmatia facuta impreuna cu spectrele de masa aferente.

S In acest caz parametrii de analiza GC-MS au fost aceeasi ca la
determinarile anterioare. De asemenea si conditiile de prelucrare a probei au
fost identice [43]. In figura 63a. se observa gaz cromatograma si spectrul de
masa al compusului corespunzator picului cu timpul de retentie 42,6 minute al
probei prelevate la minutul 60 de epurare electrochimica a ciclofosfamidei,
respectiv. 63b. comparatia spectrului obtinut experimental cu cel din libraria
de spectre NIST02.
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Figura 63a. Gaz cromatograma si spectrul de masa al compusului
corespunzator picului cu timpul de retentie 42,6 minute al probei prelevate la

minutul 60 de epurare electrochimica a ciclofosfamidei.
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Figura 63b. Comparatia spectrului obtinut experimental cu cel din

libraria de spectre NISTO2 pentru ciclofosfamida.

S-au supus epurarii sase probe reale de urina provenite de la pacienti

cu leucemie acuta care au beneficiat de transplant allogen de celule stem
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hematopoetice. Terapia de conditionare pretransplant se face cu o asociere
de doua citostatice cu efect puternic mielosupresiv: busulfanul care se
administreaza in doze de 4 mg/kg corp/zi 4 zile consecutiv si ciclofosfamida
care se administreaza in doze de 60 — 100 mg/kg corp/zi doua zile
consecutiv. Pentru un adult cu greutatea medie de 70 de kilograme se
administreaza 4 — 4,5 g de ciclofosfamida zilnic.

Din acesta aproximativ 30% se elimina renal netransformata si odata
cu urina pacientilor respectivi ajunge sa contamineze mediul Tnconjurator
[150].

Concentratiile de ciclofosfamida determinate in urina pacientilor

respectivi au fost urmatoarele: (tabel XXIII)

Tabel XXIIl. Concentratiile urinare de ciclofosfamida ale pacientilor luati

Tn studiu.
Pacient Concentratia urinara de Concentratia de
ciclofosfamida (mg/dl) | ciclofosfamida (mg/dl) in
urina salefiata
Pacient 1 34,2 25,6
Pacient 2 20,4 15,3
Pacient 3 29.4 20,6
Pacient 4 36,3 26,1
Pacient 5 30,9 23,1
Pacient 6 24.3 17,9

In tabelul XXIV sgi figura 64 se prezinta scaderea concentratiei de
ciclofosfamida Tn cursul epurarii electrochimice a probelor reale de urina

provenite de la cei gsase pacienti inclugi Tn studiu.

141

BUPT



Tabel XXIV. Epurarea probelor reale de urina cu continut de

ciclofosfamida. Analiza HPLC.

Pacient nr. / 1 2 3 4 5 6
Timp (min)

0 25,6 | 153 |206 |26,1 |23,1 |17,9
1 15,4 |9,2 12,3 |15,8 |13,9 |10,7
2 9,2 |55 7,4 9,5 8,2 6,2
3 73 |44 5,3 8,0 6,6 4.9
4 31 |2 2,2 3,7 2,9 2,1
5 0,7 |04 0,5 0,9 0,6 0,5
10 0,3 |01 0,2 0,5 0,2 0,2
15 - - - - - -
30
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Figura 64. Epurarea probelor reale de urina cu continut de ciclofosfamida.

Analiza datelor experimentale obtinute in urma epurarii probelor reale

provenite de la cei 6 pacienti

indicda o variatie a concentratiei de
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ciclofosfamida asemanatoare cu cea obtinutd Tn urma epurarii probei
sintetice. Drept urmare, s-a verificat modul in care ecuatia de variatie a
concentratiei de ciclofosfamida 1in proba sintetica descrie evolutia
concentratiilor de ciclofosfamida in probele reale.

Concordanta dintre datele experimentale obtinute in urma epurarii
probelor reale provenite de la cei 6 pacienti si cele obtinute in urma aplicarii
ecuatiei de variatie a concentratiei de ciclofosfamida in proba sintetica este

redata in figura 65.

30.00
25.00 -
s P1
g 20.00 by
()
S 15.00 - 4 P3
= R P4
S X
S 1000 o *PS
. e P6
X ¢
5.00 <y
..A X’
R
0.00 ¥ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30

Valori experimentale

Figura 65. Concordanta dintre datele experimentale obtinute in urma epurarii
probelor reale provenite de la cei 6 pacienti si cele obtinute in urma aplicarii

ecuatiei de variatie a concentratiei de ciclofosfamida in proba sintetica.

Din figura se observa ca valorile teoretice calculate se apropie mult de
cele experimentale ceea ce aratd ca ecuatia generata pe baza datelor
experimentale obtinute Tn urma epurarii probei sintetice poate fi aplicata, cu
succes, pentru toate probele reale provenite de la pacienti tratati cu diferite

doze de ciclofosfamida.
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In cazul ciclofosfamidei, transformarile care au loc cu cea mai mare

probabilitate in cursul degradarii electrochimice, sunt prezentate in figura 66.

(\CI K\Cl (\q

O._ N O. N
P ~"a OX. “PL ~"q O (NV\CI
| (o) OoX. e oX.
NH NH NH -
ciclofosfamida
bis-(2-cloroetil)-(2-oxo-1,3,2] OH 0]
oxazafosfinan-2-il)-amina 2-[bis-(2-cloroetil)amino]-2-oxo-{1,3,2]  2-[bis-(2-cloroetil)amino]-2-oxo-[1,3,2]
g oxazafosfinan-4-ol oxazafosfinan-4-ona
O. N
N g O ﬁo
— ,{lHO . |{| ;o T} bis-(2-cloroetil)amina
o OH OH 3-(Aminohidroxi
-HN fosforiloxi)
3H{lbis-(2-cloroeti)aming]  ~ 2 " Q| propionic acid
amino-fosforiloxi}- - HPO, ox
propionic acid
- N|—%
/O K\ d
o | +H2NV\CI
3-oxopropionic acid e}
COOH
<
COOH

Co, + HO CO, + NH; + HO+HC

Figura 66. Degradarea prin oxidare electrochimica a ciclofosfamidei.

S-a urmarit daca la sfarsitul celor 90 de minute de epurare
electrochimica a ciclofosfamidei, in masa de reactie mai persista compusi
potential toxici detectabili prin cromatografie de gaze cuplata cu spectrometrie
de masa. S-a urmarit in special portiunea de cromatograma cuprinsa intre
minutul 40 i 44 deoarece, aga cum s-a mentionat mai sus, la minutul 60 de
electrolizé a aparut un pic cu abundentd mica care a fost identificat MS ca
fiind ciclofosfamida.

Prelucrarea probei in vederea analizei GC-MS s-a facut similar cu cea
descrisa la epurarea celorlalte medicamente citostatice. Protocolul de

extractie si conditile de analizéd sunt identice agsa ca in continuare vor fi
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prezentate doar datele obtinute prin interpretarea cromatogramei.
Cromatograma obtinutd in urma analizarii efluentului rezultat de la epurarea
ciclofosfamidei este prezentata in figura 67. Din analiza cromatogramei se
observa ca nu exista compusi evidentiabili prin metoda GC-MS in efluentul
rezultat Tn urma epurarii electrochimice a ciclofosfamideli, si nici ciclofosfamida
ca atare. Tinand cont ca si in cazul epurarii ciclofosfamidei, la fel ca si in
cazul celorlalti agenti citostatici, n etapele prefinale ale degradarii se
formeaza preponderent acizi carboxilici, compusi puternic polari, este probabil

ca acegtia sa nu poata fi separati de sistemul GC-MS pe care s-a lucrat.
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Figura 67. Cromatograma obtinuta in urma analizei GC a efluentului
rezultat de la epurarea ciclofosfamidei. Timp de electroliza 90 minute la un

curent de 1A.

S-a calculat randamentul de epurare al ciclofosfamidei in conditiile date
de electroliza, bazat pe dozarea compusului prin metoda HPLC ca fiind
raportul intre concentratia de ciclofosfamida la minutul 10 de electroliza notata
cu Cs si concentratia de ciclofosfamida initiala notata cu C;.

Pentru proba sintetica acest randament este:

C
_ I —_ :
Weiclofosfamida — 100 — -100 = QQJTQID
fosf Ci' (35)
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Pentru probele de urina provenite de la pacienti s-a calculat o valoare

medie a acestui randament:

C
_ I _ :
Neiclofosfamida — 100 — —<--100 = 98,8@@
Fosf Ci' (36)

6.5.2.5. Epurarea Ifosfamidei

Este un izomer al ciclofosfamidei care difera de acesta prin mutarea
unui radical cloroetil la azotul inelului oxazofosforic. Mecanismul de actiune
este Th mare parte superpozabil peste cel al ciclofosfamidei. Din datele de
farmacocinetica rezulta ca biodisponibilitatea produsului este de 100%, timpul
de Tnjumatatire plasmatica este de 5 — 6 ore, si se elimina renal in proportie
de 50% nemodificatd. Se administreaza in doze relativ mari de 1,2 — 2 g/m?
suprafata corporala si zi. Este un agent alchilant antitumoral cu spectru larg
de actiune fiind foarte activa in unele sarcoame, in carcinomul testicular si in
unele limfoame rezistente la alte citostatice [151,152].

Prepararea apei reziduale sintetice cu con tinut de ifosfamid a.

Ifosfamida se prezinta sub forma unei pulberi albe usor solubile Tn apa.
Se dizolva 150 mg de ifosfamida in 100 ml solutie de clorura de sodiu 5% la

balon cotat.

Dozarea Ifosfamidei.
Pentru dozarea ifosfamidei atat in apa reziduala sintetica cat si in
probele de urind provenite de la pacienti s-a utilizat cromatografia de lichide

de Tnalta performanta (HPLC).
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S-a utilizat un cromatograf de lichide de inaltd performanta tip Agilent
1100 prevazut cu un detector spectrofotometric UV — VIS.

Conditiile de desfasurare ale analizei HPLC au fost:

- Faza mobila: 20% acetonitril + 80% apa la pH = 6 (tampon

fosfat)

- Fluxul de faza mobila: 1,3 ml/minut

- Coloana cu faza inversata C18. (Zorbax SB-C18)

- Temperatura coloanei: 25°C

- Volumul de proba injectat: 20 pL

- Detectie la A =200 nm

- Timpul de retentie pentru ifosfamida a fost de 16,7 minute

- Timpul de achizitie pentru fiecare cromatograma: 20 minute.

S-a trasat o curba de etalonare pentru ifosfamida in conditile date de
analiza. In tabelul XXV sunt aratate datele obtinute care sunt reprezentate

grafic in figura 68.

Tabel XXV. Curba de etalonare pentru ifosfamida:

Concentratia de Aria picului Timpul de retentie
ifosfamida (mg/dl) corespunzator corespunzator
ifosfamidei ifosfamidei (minute)
[MAU*s]
150 4092 16,43
100 2531 16,52
50 1252 16,65
25 594 16,77
10 224 16,94
1 109 17,30
0,5 56 17,67
0,1 12 17,96
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Figura 68. Curba de calibrare pentru ifosfamida.

Din analiza curbei de calibrare pentru ifosfamida prezentata in figura

68, reiese ca exista o foarte buna corelatie intre concentratiile de ifosfamida

si ariile picului corespunzato

r acesteia (R®> = 0,9969), ceea ce permite

validarea metodei de lucru si utilizarea ei pentru determinarile concentratiilor

de ifosfamida in probele luate in lucru.

In figura 69a sunt prezentate cromatogramele pentru proba blank

(solutia solvent pentru ciclofosfamida: NaCl 5%), respectiv 69b — ifosfamida

150 mg/dl.
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Figura 69 a si b. Cromatograma HPLC pentru blank - solvent (a)
si ifosfamida 150 mg/dl (b).

Proba de apa reziduala sintetica cu continut de ifosfamida (150 mg/dl)
a fost supusa epurarii in microinstalatia experimentala, la un curent de 1A
timp de 90 de minute. S-au prelevat probe din reactorul electrochimic n
cursul desfagurarii electrolizei care au fost analizate prin metoda HPLC

propusa, obtindndu-se urmatoarele rezultate: (tabel XXVI).
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Tabel

XXVI.

Epurarea apei

ifosfamida. Analiza HPLC.

reziduale sintetice cu continut de

Momentul Aria picului Timpul de retentie | Concentratia
recoltarii probei corespunzator corespunzator de ifosfamida

(minute) ifosfamidei [mAU*s] | ifosfamidei (minute) (mg/dl)

0 4092 16,44 150

1 3040 16,50 111

2 2438 16,55 89

3 1788 16,61 65,5

4 1333 16,67 50

5 940 16,73 39,5

10 36 16,81 0,3

15 13 16,92 0,1

30 - - -

60 - - -

90 - - -

Se observa ca, concentratia de ifosfamida scade treptat in cursul

degradarii electrochimice gi ajunge la limita de detectie a instrumentului

(HPLC) la minutul 15 ceea ce o incadreaza intre compusii cu rezistenta

intermediara la degradarea prin oxidare electrochimica, comparativ cu ceilalti

agenti citostatici luati in studiu.

In figura 70 este reprezentata variatia concentratiei de ifosfamida din

proba sintetica in timpul procesului de epurare electrochimica. Din grafic se

observa ca scaderea concentratiei de ifosfamida are loc dupa o ecuatie

exponentiala:

m
if osf amida (E

5) — 1EQ. o-04514-timp (min)

(37)
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Valoarea coeficientului de corelatie obtinutad (0,9238) indica faptul ca
aceasta ecuatie aproximeaza foarte bine evolutia concentratiei de ifosfamida

pe durata procesului de epurare.
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Figura 70. Variatia concentratiei de ifosfamida din proba sintetica n

timpul procesului de epurare electrochimica.

La fel ca si ciclofosfamida, ifosfamida este un compus care se preteaza
foarte bine pentru analiza prin metoda GC-MS. Aplicand aceasta metoda la
analiza probelor prelevate in timpul epurarii electrochimice pana la minutul 90
inclusiv, s-a constatat ca exista ifosfamida nereactionata chiar si la minutul 60
de la inceputul electrolizei.

Aceasta observatie vine in sprijinul afirmatiei ca durata electrolizei
trebuie sd o depagseasca pe aceea a disparitiei compusului analizat prin
metoda HPLC care Tn acest caz are o sensibilitate inferioara GC-MS-ului.

In cele ce urmeaza va fi prezentata cromatograma GC (minutul 60)
relevanta pentru afirmatia facuta impreuna cu spectrele de masa aferente.

Si in acest caz parametrii de analiza GC-MS au fost aceeasi ca la
determinarile anterioare. De asemenea si conditiile de prelucrare a probei au

fost identice. In figura 71a. se observa gaz cromatograma si spectrul de
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masa al compusului corespunzator picului cu timpul de retentie 43,7 minute al
probei prelevate la minutul 60 de epurare electrochimica a ifosfamidei,
respectiv. 71b. comparatia spectrului obtinut experimental cu cel din libraria
de spectre NISTO02.
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Figura 71.a. Gaz cromatograma si spectrul de masa al compusului
corespunzator picului cu timpul de retentie 43,7 minute al probei prelevate la

minutul 60 de epurare electrochimica a ifosfamidei.
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Figura 71b. Comparatia spectrului obtinut experimental cu cel din

libraria de spectre NIST02 pentru ifosfamida.

S-au supus epurarii zece probe reale de urina provenite de la pacienti
cu limfoame maligne Hodgkin si nonhodgkin care au beneficiat de asa numita
terapie de salvare care se aplica formelor de boala rezistente la tratamentele

conventionale. Terapia consta in administrarea ifosfamidei in doze mari: 2 — 3
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g/m? suprafata corporald/zi, deci pentru un adult cu o suprafata corporala

medie de 1,7 m? revine o doza de ifosfamida de 3,4 — 5,1 grame in 24 de ore.

Din acesta, aproximativ 50% se elimina renal netransformata si odata cu urina

pacientilor respectivi ajunge sa contamineze mediul inconjurator [153,154].

Concentratiile de ifosfamida determinate in urina pacientilor respectivi

au fost urmatoarele: (tabel XXVII)

Tabel XXVII. Concentratiile urinare de ifosfamida ale pacientilor luati Tn

studiu.
Pacient Concentratia urinara de Concentratia de
ifosfamida (mg/dl) ifosfamida (mg/dl) in
urina salefiata
Pacient 1 41 32
Pacient 2 58 43,5
Pacient 3 39 30
Pacient 4 44 32
Pacient 5 57 42
Pacient 6 53 41
Pacient 7 73 54
Pacient 8 49 36
Pacient 9 32 24
Pacient 10 51 36

In tabelul XXVIII si figura 72 se prezintd scaderea concentratiei de

ifosfamida n cursul epurarii electrochimice a probelor reale de urina provenite

de la cei zece pacienti inclusi in studiu.
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Tabel XXVIIl. Epurarea probelor reale de
ifosfamida. Analiza HPLC.

urina

cu continut de

Pacient nr. |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
/
Timp (min)
0 32 43,5 |30 32 42 41 54 36 24 36
1 24 |33 22 24 31 31 40 27 18 26
2 19 (26,5 |17 18,5 |25 23 32 22 14 21
3 14 |19 125 | 13,5 |18 16,5 |23 16 10,5 | 15
4 11 (145 |10 10 14 12 18 12 8 11,5
5 9 115 |8 7 11 10 14 95 |65 |9
10 0,6 (0,8 0,6 0,6 0,7 0,7 1 0,6 |04 |07
15 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,4 0302|021 | 03
30 - - - - - - - - - -
60 - - - - - - - - - -
90 - - - - - - - - - -
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Figura 72. Epurarea probelor reale de urina cu continut de ifosfamida.

Analiza datelor experimentale obtinute in urma epurarii probelor reale
provenite de la cei 10 pacienti indica o variatie a concentratiei de ifosfamida
asemanatoare cu cea obtinuta in urma epurarii probei sintetice.

Drept urmare, s-a verificat modul in care ecuatia de variatie a
concentratiei de ifosfamida in proba sintetica descrie evolutia concentratiilor
de ifosfamida in probele reale.

Concordanta dintre datele experimentale obtinute in urma epurarii
probelor reale provenite de la cei 10 pacienti si cele obtinute in urma aplicarii
ecuatiei de variatie a concentratiei de ifosfamida in proba sintetica este redata

n figura 73.
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Figura 73. Concordanta dintre datele experimentale obtinute in urma

epurarii probelor reale provenite de la cei 10 pacienti si cele obtinute in urma

aplicarii ecuatiei de variatie a concentratiei de ifosfamida in proba sintetica.

Din figura se observa ca valorile teoretice calculate se apropie mult de

cele experimentale ceea ce aratd ca ecuatia generata pe baza datelor

experimentale obtinute in urma epurarii probei sintetice poate fi aplicata, cu

succes, pentru toate probele reale provenite de la pacienti tratati cu diferite

doze de ifosfamida.

In cazul ifosfamidei, transformarile care au loc cu cea mai mare

probabilitate in cursul degradarii electrochimice, sunt prezentate in figura 74.
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Figura 74. Degradarea prin oxidare electrochimica a ifosfamidei.

S-a urmarit daca la sfarsitul celor 90 de minute de epurare
electrochimica a ifosfamidei, Tn masa de reactie mai persistda compusi
potential toxici detectabili prin cromatografie de gaze cuplata cu spectrometrie
de masa. S-a urmarit in special portiunea de cromatograma intre minutul 42 si
46 deoarece, agsa cum s-a mentionat mai sus, la minutul 60 de electroliza a
aparut un pic cu abundenta mica care a fost identificat MS ca fiind ifosfamida.

Prelucrarea probei in vederea analizei GC-MS s-a facut similar cu cea
descrisa la epurarea celorlalte medicamente citostatice.

Protocolul de extractie si conditiile de analiza sunt identice asa ca in
continuare vor fi prezentate doar datele obtinute prin interpretarea

cromatogramei.
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Cromatograma obtinuta in urma analizarii efluentului rezultat de la
epurarea ifosfamidei este prezentata in figura 75. Din analiza cromatogramei
se observa ca nu exista intermediari de degradare evidentiabili prin metoda
GC-MS in efluentul rezultat in urma epurarii electrochimice a ifosfamidei, insa
exista ifosfamida ca atare in urme. Tinand cont ca si in cazul epurarii
ifosfamidei, la fel ca si n cazul celorlalti agenti citostatici, in etapele prefinale
ale degradarii se formeaza preponderent acizi carboxilici, compusi puternic
polari, este probabil ca acestia sa nu poata fi separati de sistemul GC-MS pe

care s-a lucrat.
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Figura 75. Cromatograma obtinuta in urma analizei GC a efluentului
rezultat de la epurarea ifosfamidei. Timp de electroliza 90 minute la un curent
de 1A.

S-a calculat randamentul de epurare al ifosfamidei in conditiile date de
electroliza, pe baza dozarii compusului prin metoda HPLC ca fiind raportul
intre concentratia de ifosfamida la minutul 15 de electroliza notata cu Cs si
concentratia de ifosfamida initiala notata cu Ci.

Pentru proba sintetica acest randament este:

[
— r _ .
NifosFamide — 100 ——=--100=99,9%
fosf C:- (38)
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Pentru probele de urina provenite de la pacienti s-a calculat o valoare

medie a acestui randament:

C
NifosFamida — 100 — L. 100 = 99,49
g (39)

6.5.3. Studiul citotoxicit atii apelor reziduale sintetice
epurate versus probele ini tiale pentru

citostaticele studiate

Studiile de citotoxicitate s-au efectuat pe sisteme biologice: culturi de
celule si animale de laborator.

S-a optat pentru folosirea apelor reziduale sintetice deoarece contin
cantitati mai mari de citostatice, comparabile cu cele care se administreaza in
clinica si deci efectele biologice vor apare rapid, vor fi de intensitate mai mare
si usor de cuantificat. Pentru a putea analiza Tn mod obiectiv efectele
mutagene, teratogene si cancerigene ale substantelor citostatice in doze mici
asa cum se intampla in mediul Tnconjurator ar fi necesare experimente de ani
de zile cu expuneri cronice la acesti poluanti, experimente care nu fac obiectul

prezentei lucrari.

6.5.3.1. Studii de citotoxicitate pe culturi celula  re

Prin culturi celulare se intelege un ansamblu de tehnici de laborator
care permit cresterea unor celule pe medii sintetice in afara organismului de
provenienta [155,156,157].
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Pentru testarea citotoxicitatii compusgilor citostatici prezentati in lucrare
s-a folosit o linie celulara tumorala stabilizatéa K — 562. Aceasta linie celulara
provine de la o pacienta cu eritroleucemie aflata in faza finala blastica.
Eritroleucemia este o forma de leucemie mieloida pozitiva pentru genele de
fuziune bcr — abl.

Celulele K -562 sunt celule neaderente care cresc usor pe medii de
cultura relativ simple de tipul RPMI.

Un mediu de cultura bun trebuie sa ofere conditii cat mai apropiate de
cele din mediul natural al celulelor respective. Astfel mediul de cultura este o
sursa de elemente nutritive si Tn acelasi timp contribuie la mentinerea
parametrilor fizico-chimici: pH si osmolaritate la valori cat mai apropiate de
cele fiziologice.

In conditii de cultura celulara ,in vitro” se pot urmari foarte usor aspecte
legate de proliferarea, respectiv apoptoza celulara, insa au inconvenientul ca
scotand celulele din mediul lor biologic acestea sufera modificari functionale
adaptative noilor conditii de viata. [158]

Pentru testarea citotoxicitatii probelor epurate in microinstalatia
electrochimica, comparativ cu cele initiale s-a propus un model experimental
care sa evalueze proliferarea si viabilitatea celulara. In acest sens s-au
realizat o serie de culturi celulare K — 562 la care s-au adaugat probele de

testat dupa o prealabila prelucrare a lor.

Realizarea culturilor de celule:
In etapa initiala a experimentului s-a expandat linia celulara K - 562
pentru a avea un numar suficient de celule pentru determinarile propriuzise.

Aceasta cultura se numeste cultura primara.

Materiale necesare :

- Celule K — 562 congelate in azot lichid,

- Solutie tampon fosfat (PBS) fiziologica (pH = 7,4) sterila,
- Mediul de cultura RPMI 1640,

- Solutie de L-glutamina 300 mg/L,

- Ser fetal de vitel (FCS),
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- Solutie de penicilina si streptomicina 2%

- Placi pentru culturi celulare cu 24 de godeuri, respectiv 96 de
godeuri,

- Pipete de transfer sterile, pipete automate cu varfuri sterile,

- Incubator pentru culturi celulare cu aer umidificat si adaus de
5% CO,. Temperatura de 37 °C,

- Baie de apa termostatata la 37 °C,

- Microscop inversat pentru culturi celulare,

- Hota cu flux laminar steril pentru culturi celulare,

- Centrifuga cu diverse tipuri de cupe pentru tuburile folosite la

culturile de celule si cu modul de racire.

Mod de lucru:

Toate operatiile care implica manipularea reactivilor gi a celulelor in
contact cu aerul atmosferic se vor face strict in hota cu flux de aer laminar
steril.

Se decongeleaza un alicot cu celule K — 562 pe baia de apa
termostatata la 37°C dupa care rapid sunt trecute in tuburi de 16 ml
preumplute cu 10 ml solutie PBS rece la 4 °C. Acest aspect este important
pentru a dilua cat mai mult agentul crioconservant folosit (dimetil-sulfoxidul)
care are actiune toxica pe celule daca nu este indepartat cat mai repede
posibil si daca celulele nu sunt metinute la 4 °C pe parcursul indepartarii
acestui conservant.

Tuburile sunt centrifugate in centrifuga racita la 4 °C timp de 15 minute
la 2000 rotatii/minut. Supernatantul care rezultd si care contine dimetil-
sulfoxid este indepartat si se adauga alti 10 ml solutie salina PBS rece. Prin
agitare usoara se resuspenda celulele dupa care se repeta centrifugarea si
spalarea de inca 2 ori. La final, sedimentul care contine celulele este
resuspendat in 1 ml tampon fosfat salin la temperatura laboratorului. Astfel
celulele sunt pregatite pentru a fi insamantate pe mediul de cultura.

In paralel, se pregateste o placa de cultura pentru celule cu suprafata
de 75 cm? in care se introduc 10 ml de mediu de culturd complet care contine
RPMI 1640 suplimentat cu 10% FCS, L-glutamina si antibiotice, peste care

se introduc celulele pregatite.
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Placa de cultura este introdusa in incubatorul pentru culturi celulare la
37°C si 5% CO,. Placa este examinata zilnic la microscopul inversat pentru a
se aprecia multiplicarea celulara.

In 4 — 5 zile celulele ajung in faza de proliferare exponentiala si pot fi
folosite pentru experimentele propriuzise de citotoxicitate.

Pregatirea probelor de citostatice epurate electrochimic pentru
studiile de citotoxicitate.

Daca probele initiale, respectiv apele sintetice care contin substantele
citostatice, au o compozitie simpla si cunoscuta, nu acelagsi lucru se intampla
in cazul efluentului microreactorului electrochimic, impunandu-se prelucrarea
acestuia n vederea studiilor pe celule, respectiv pe animalele de laborator.

Materiale necesare:

- Solutie de tiosulfat de sodiu 5%

- Solutie de hidroxid de sodiu 20%

- Carbonat de potasiu cristalizat

- Etanol absolut

- Solutie clorura de sodiu 5%

- pH — metru

- Flacoane Erlenmeyer, pipete, palnii de separare, pahare

Berzelius, stative, capsule de portelan

- Hota chimica cu evacuare.

Mod de lucru:

Intr-un pahar Erlenmeyer se preleveaza 40 ml efluent din
microreactorul electrochimic dupa Tincheierea celor 90 de minute de
electroliza. Se adauga 2 ml solutie tiosulfat de sodiu 5%, se agita usor gi se
lasa Tn repaus 10 minute. Se verifica absenta clorului liber rezidual cu metil-
oranj dupa tehnica descrisa la punctul 6.5.2. In cazul in care clorul liber este
absent se trece la etapa urmatoare, iar daca nu, se adauga inca 0,5 ml solutie
de tiosulfat si se repeta verificarea. Daca este absent clorul rezidual, se
masoara pH-ul solutiei $i se ajusteaza la 7 cu solutia de hidroxid de sodiu
20%.
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Acesta etapa este necesara pentru a evita efervescenta si spumarea
Th momentul adaugarii carbonatului de potasiu.

Peste solutia astfel tratatd se adauga carbonat de potasiu in portiuni
mici $i sub agitare pana cand acesta nu se mai dizolva. (solutie saturata).

Se trece continutul paharului Erlenmeyer intr-o palnie de separare gi se
adauga 20 ml etanol absolut care in aceste conditii nu mai este miscibil cu
faza apoasa. Se extrage energic timp de 20 de minute dupa care se separa
faza etanolica, care se transfera intr-o capsula de portelan si se lasa sa se
evapore complet la temperatura laboratorului sub nisa chimica.

Astfel se extrag substantele organice aflate Tn efluentul
microreactorului care sunt preferential solubile in etanol fata de apa si se
Tnlatura sarurile formate.

Dupa ce etanolul s-a evaporat complet, reziduul ramas se reia cu 10 ml
solutie de clorura de sodiu 5%.

Solutia astfel obtinuta se sterilizeaza mecanic prin filtrare pe filtre
microbiologice cu diametrul porilor de 0,2 microni si se foloseste mai departe
la studiile de citotoxicitate atat pe culturi de celule cat si pe animalele de

laborator.

Studiile de citotoxicitate in vitro pe culturi de ¢ elule

Presupun evidentierea viabilitatii si proliferarii celulare in conditiile Tn
care in mediul de cultura s-au adaugat citostaticele de interes, respectiv
produsii lor de degradare rezultati in urma procesului de epurare
electrochimica. La ora actuala exista multe tehnici in vederea acestor
determinari. Cele mai convenabile metode sunt cele care utilizeaza microplaci
de cultura cu 96 de godeuri. Aceasta miniaturizare permite analiza simultana
si rapida a mai multor probe.

Formatul de microplaci reduce de asemenea cantitatea de mediu de
cultura si de celule care trebuie puse in godeu, de asemenea si costul
consumabilelor. Metodele colorimetrice permit probelor sa fie analizate direct
n microplaci cu un cititor de placi tip ELISA. Metodele pe microplaci s-au
dezvoltat Tn baza diferitilor parametrii asociati viabilitatii si proliferarii celulare.
Cei mai importanti parametrii utilizati sunt activitatea metabolica si sinteza de
ADN.
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Unul din parametrii utilizati pentru metoda colorimetrica este activitatea
metabolica a celulelor viabile. Pentru cuantificarea proliferarii si citotoxicitatii
celulare se utilizeaza larg sarea de tetrazoliu MTT.

Datorita faptului ca sarurile de tetrazoliu sunt reduse la un produs
colorat, formazanul, doar prin activitatea metabolica (prezenta reductazelor) a
celulelor active, aceste teste detecteaza exclusiv celulele viabile. Dupa
solubilizare, formazanul format, poate fi cuantificat prin citire la un cititor de
placi tip ELISA la 570 nm [159-162].

In figura 76 sunt prezentate reactile de formare ale formazanului

plecand de la diverse substraturi (saruri de tetrazoliu):
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Figura 76. Reactiile de formare ale formazanului
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Din moment ce, celulele care prolifereaza sunt mai active metabolic
decét cele care nu prolifereaza, metoda MTT este potrivita nu numai pentru
determinarea viabilitatii celulare ci gi pentru citotoxicitatea factomediata.
Totusi, rezultatele obtinute in urma testului cu MTT pot varia in functie de

conditiile de cultura neideale.(figura 77)
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Figura 77. Masurarea activitatii metabolice utilizand saruri MTT, XTT si
WST-1 de tetrazoliu.

Tehnica de lucru MTT — bromura de ( 3-(4,5 dimetilt  iazol)-2-il)-2,5-
difenil tetrazoliu)

Reactivul MTT este gata de utilizare si stabil la 4°C la intuneric pana la
18 luni.

Materiale necesare:

- cititor de placi tip ELISA cu filtre avand urmatoarele lungimi de
unda: 650 nm, respectiv 570 nm.

- microscop inversat

- pipeta multicanal

- Incubator pentru culturi celulare cu aer umidificat si adaus de
5% CO,. Temperatura de 37°C
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hota cu flux laminar pentru culturi de celule

placi cu 96 de godeuri, sterile pentru culturi celulare
tuburi sterile de diferite capacitati

pipete sterile

varfuri sterile pentru pipete

Protocolul de lucru pentru MTT

se pun in placile cu godeuri 50.000 de celule per godeu;

se incubeaza cu compusul de testat pentru 72 de ore;

se adauga 10 pL de reactiv MTT in fiecare godeu;

se incubeaza 4 ore cu MTT péana devine vizibil precipitatul de
formazan format de culoare purpurie;

se adauga 100 pL reactiv detergent din kit-ul de MTT;

se lasa 2 ore la temperatura camerei;

se inregistreaza absorbanta la 570 nm pe cititorul de placi tip
ELISA.

fiecare substanta se testeaza in triplicat.

O placa de test cu 96 de godeuri trebuie sa contina :

godeuri blank sau etalon, contindnd doar mediul de cultura (4
godeuri);

godeuri cu celule control, netratate (4 godeuri);

godeuri cu celule tratate cu substantele de interes (cate 3 din

fiecare).

Interpretarea datelor

Valorile absorbantei ce sunt mai mici fata de ale celulelor control indica

o reducere a ratei de proliferare. Invers, o absorbanta ridicata indica o

crestere a proliferarii celulare.

Rezultate experimentale:

S-au testat apele reziduale sintetice cu continut de citostatice i

efluentii lor epurati versus control pozitiv sigur citotoxic — dimetil sulfoxidul - i

celule fara nici un adaus citotoxic — controlul negativ [163,164].
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Fiecare proba a fost facuta in triplicat pentru a reduce cat mai mult
posibil variatiile individuale caracteristice oricarui sistem biologic, inclusiv
culturilor de celule. Rezultatele finale reprezinta media aritmetica a celor trei
determinari.

Din cultura primara de celule K — 562 s-au facut subculturi in placa cu
96 de godeuri pe acelasi mediu de cultura, introducandu-se in fiecare godeu
un numar de 50.000 de celule. Numaratoarea de celule s-a facut la
microscopul optic cu ajutorul camerei de numarat Burker.

In fiecare godeu s-au introdus 150 pL de mediu de cultura cu cele
50.000 de celule si 20 pL proba de analizat (apele sintetice, respectiv produsii
lor de epurare).

Controlul pozitiv intens citotoxic s-a realizat prin adaugarea pe celule a
2 uL dintr-o solutie de dimetilsulfoxid 10% in solutie PBS.

Controlul negativ consta din celule peste care se adauga 20 pL solutie
PBS.

Dozele de compusi citostatici care revin pe fiecare godeu pentru
fiecare proba de apa sintetica sunt:

- pentru melphalan — proba initiala: 3 pg

- pentru doxorubicina — proba initiala: 2 pg

- pentru metotrexat — proba initiala: 40 pg

- pentru ciclofosfamida — proba initiala: 20 pg

- pentru ifosfamida — proba initiala: 30 pg

- pentru dimetilsulfoxid: 200 ug

Rezultatele obtinute sunt comparate cu controlul negativ unde nu
avem nici un compus potential citotoxic, unde celulele prolifereaza in ritmul lor
natural si care reprezinta pe o scara arbitrara 100%.

Cu cat citotoxicitatea este mai mica cu atat celulele vor prolifera mai
intens si se vor apropia de valoarea de 100% atribuita controlului negativ
necitotoxic. In tabelul XXIX sunt prezentate datele obtinute experimental la

testul MTT si care sunt reprezentate grafic in figura 78.
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Tabelul XXIX sunt prezentate datele obtinute experimental la testul

MTT pentru probele de citostatice versus control.

Numarul probei Numele probei % Proliferare celulara
1 Melphalan initial 10%
2 Melphalan epurat 72%
3 Doxorubicina initial 51%
4 Doxorubicina epurat 88%
5 Metotrexat initial 45%
6 Metotrexat epurat 91%
7 Ciclofosfamida initial 70%
8 Ciclofosfamida epurat 95%
9 Ifosfamida initial 22%
10 Ifosfamida epurat 73%
11 Control pozitiv citotoxic 4%
dimetilsulfoxid
12 Control negativ 100%
necitotoxic
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Figura 78. Testul MTT la citostatice versus control pozitiv i negativ.
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6.5.3.2. Studii de citotoxicitate in vivo pe anima le de laborator

Toate experimentele pe animal s-au facut cu avizul Comisiei de
Bioetica a Universitatii de Medicina si Farmacie ,V. Babes” Timisoara si cu
respectarea normelor legislative in vigoare — Conventia Europeana pentru
protectia animalelor vertebrate folosite Tn experimente sau alte scopuri
stiintifice Strassbourg Franta 1986.

Studiile pe animalele de laborator (sobolani) desi sunt mai complexe,
ofera mai multe informatii legate de fenomenul de citotoxicitate produs de
agentii terapeutici antitumorali deoarece acestia vor actiona intr-un mediu
biologic complet, in care intervine si metabolismul organismului receptor,
ceea ce nu se poate realiza pe culturi de celule izolate [165-168].

Pentru determinarile experimentale s-au folosit sobolani rasa Sprague-
Dawley tineri cu greutatea medie de 80-90 g [169].

Animalele provin de la biobaza Universitatii de Medicina si Farmacie
,V. Babes” Timisoara. Animalele au beneficiat pe tot timpul experimentului de
urmatoarele conditii:

- Ritm lumina — intuneric: 12 — 12 ore

- Temperatura constanta de 22+/-1°C

- Umiditate intre 50 — 70%

- Hrana granulatd speciala produsa de Institutul National de

Cercetare-Dezvoltare pentru  Microbiologie si Imunologie
,cantacuzino” Bucuresti — ad libitum.

- Apa - ad libitum.

Protocol de lucru:

S-au administrat probele cu continut citostatic, respectiv cele epurate,
dupa ce in prealabil au fost prelucrate dupa tehnica descrisa mai sus si s-a
urmarit evolutia numarului de leucocite circulante din sangele periferic inainte
de administrarea probelor test (ziua zero), respectiv in ziua a — opt — a
postadministrare. In paralel s-a studiat si efectul produs de administrarea
solventului (solutia de clorurd de sodiu 5%) — controlul negativ. Datorita
variabilitatii individuale care apare inevitabil, pentru fiecare proba testata s-au

folosit trei animale, i-ar rezultatul final este media celor trei valori obtinute.
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Cu 12 ore inainte de experiment animalelor le-a fost suspendat aportul
de hrana si apa in vederea inducerii in conditii sigure a anesteziei generale.
[170] Animalului anesteziat i se preleveaza o proba de sénge in vederea
determinarilor de laborator dupa care i se administreaza proba de testat
intraperitoneal.

Anestezia animalului s-a facut inhalator cu un agent anestezic volatil:
sevofluran. Dupa inductie, care a fost facuta cu sevofluran 8% in oxigen,
animalul a fost intubat orotraheal cu ajutorul unui laringoscop de conceptie
proprie si ventilat mecanic cu un ventilator elaborat, proiectat si realizat de
catre autorul prezentei lucrari. Mentinerea anesteziei pe tot parcursul
prelevarii probei de sange si a injectarii substantei de testat s-a facut tot
inhalator cu sevofluran 3,5% in oxigen livrat prin intermediul ventilatorului
mecanic. Acest tip de anestezie asigura un grad foarte bun de analgezie si
hipnoza precum si trezirea rapida a animalului la sfarsitul procedurii [171-
175].

Recoltarea probei de sange s-a facut prin abordul venei femurale.
Dupa pregatirea tegumentului, s-a practicat o incizie de 1 cm in regiunea
inghinala sténga, iar dupa disectia tesutului celular subcutanat s-a reperat
pachetul vasculo-nervos femural si cu o seringa de insulina cu ac atraumatic
s-a punctionat vena femurala recoltandu-se 1 ml sange venos care a fost
trecut imediat intr-un tub special pentru determinari hematologice care contine
EDTA drept anticoagulant. Dupa hemostaza, plaga chirurgicala a fost
suturata cu fir nerezorbabil de Prolene 5.0 cu ac atraumatic.

Numarul de leucocite a fost determinat cu ajutorul unui analizor
automat de hematologie de tip Sysmex 1800.

In ziua a 8 — a s-a recoltat o noua proba de sange prin aceeasi tehnica
si s-a repetat determinarea numarului de leucocite pentru fiecare animal n
parte.

Dozele de citostatice administrate au fost urmatoarele (valori medii):

- Melphalan: 5,6 mg/Kg corp

- Doxorubicina: 3,2 mg/Kg corp

- Metotrexat: 70,5 mg/Kg corp

- Ciclofosfamida: 33, 4 mg/Kg corp

- Ifosfamida: 56,2 mg/Kg corp
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Rezultate experimentale:

Valorile medii ale numarului de leucocite obtinute pentru fiecare proba

Tn parte sunt prezentate in tabelul XXX.

Tabel XXX. Numarul de leucocite pentru probele de citostatice pre si post

epurare.

Numar de leucocite
(ziua zero)

(valori medii)

Numar de leucocite
(ziua opt)

(valori medii)

Melphalan initial 10700 4500
Melphalan epurat 11200 13500

Doxorubicina initial 13700 6800
Doxorubicina epurat 11600 10500

Metotrexat initial 12900 5200
Metotrexat epurat 14200 13500

Ciclofosfamida initial 12500 8900
Ciclofosfamida epurat | 10200 10900

Ifosfamida initial 13400 6500
Ifosfamida epurat 10700 12400
NaCl 5% 11800 12300

Din datele prezentate se observa ca animalele tratate cu probele de

citostatice neepurate au un numar semnificativ mai redus de leucocite

comparativ cu cele care au primit produsii rezultati in urma epurarii

electrochimice. (figura 79)
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Figura 79. Evolutia numarului de leucocite functie de citostaticul administrat,

respectiv ziua determinarii acestuia.

Lista reactivilor folosi ti pentru determin arile

experimentale

Urmatoarea lista contine reactivii folositi pentru determinarile
experimentale din prezenta lucrare precum gi provenienta acestora:

- Clorura de sodiu — Reactivul Bucuresti

- Metil-orange - Fluka

- Acid sulfuric— Reactivul Bucuresti

- Tiosulfat de sodiu— Reactivul Bucuresti

- Hidroxid de sodiu — Sigma Aldrich

- Carbonat de potasiu— Reactivul Bucuresti

- Apa pentru HPLC- Sigma Aldrich

- Acetonitril- Sigma Aldrich
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- Fosfat de potasiu dibazic— Sigma Aldrich

- Fosfat de potasiu monobazic- Fluka

- Diclormetan— Sigma Aldrich

- Cloroform — Chimopar S.A.

- Etanol absolut— Sigma Aldrich

- Melphalan— Sigma Aldrich

- Doxorubicina — Actavis

- Metotrexat— Sigma Aldrich

- Ciclofosfamida— Sigma Aldrich

- Ifosfamida - Baxter

- Tampon PBS — Promo Cell

- RPMI 1640- Promo Cell

- L-glutamina pentru culturi celulare— Promo Cell

- Ser fetal de vitel (FCS)

- Solutie de penicilina si streptomicina pentru culturi celulare— Promo
Cell

- Kit de citotoxicitate MTT— Sigma Aldrich

Concluzii generale ale studiului

Este cunoscut faptul ca medicamentele antineoplazice, cunoscute sub
denumirea generica de citostatice, au pe langa activitatea antitumorala, o
serie de efecte adverse deloc neglijabile printre care se numara proprietatile
teratogene, mutagene si nu de putine ori chiar oncogeneza. Aceste efecte
nedorite apar cel mai frecvent la pacientii care beneficiaza de un astfel de
tratament, Thsa nu trebuie omis faptul ca prin eliminarea lor in mediul
inconjurator odata cu deseurile provenite de la acesti pacienti, precum i
cantitdtile de medicamente ramase neutilizate, se vor acumula in mediul
Tnconjurator, producand profunde alterari ale ecosistemelor.

Tehnicile electrochimice de epurare a deseurilor citotoxice ofera o serie

de avantaje distincte fata de cele uzuale cum este incinerarea.
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Tinand cont de faptul ca activitatea medicala, atat cea de diagnostic
cat si in special cea de tratament, expune zi de zi atmosfera, apele si solul la
actiunea unor substante care in cantitati mici nu au un efect poluant evident,
dar care se acumuleaza in timp si pot duce la adevarate dezastre ecologice,
in prezenta lucrare ne-am propus sa efectuam o serie de studii referitoare la
posibilitatea epurarii reziduurilor (urina) provenite de la pacientii care au
beneficiat de tratamente oncologice chimioterapice.

In acest sens in lucrare s-a elaborat, proiectat si realizat o
microinstalatie experimentala care sa permita epurarea deseurilor citostatice
rezultate din activitatea medicala oncologica.

Studiile abordate in lucrare au un caracter interdisciplinar pentru care
s-a facut apel la mai multe domenii ale stiintei cum ar fi: chimie organica,
medicina, farmacie, inginerie chimica, automatizari, informatica, matematica
statistica, modelare matematica, precum si la utilizarea unor programe de
calcul specifice: Microsoft Office 2003, Statistica 6, C++.

Analizédnd cu aten tie continutul lucr arii se poate aprecia c a
obiectivele propuse au fost in totalitate atinse si indeplinite, dup a cum
urmeaz a:

1. Realizarea unei documenta tii bibliografice cu privire la nivelul
actual al cunoa sterii in domeniul epur arii de seurilor citostatice
rezultate din activitatea medical a oncologic a.

Obiectivul a fost realizat prin studierea unui numar mare de referinte
bibliografice de actualitate din tara si strainatate inclusiv cele proprii. S-au
prezentat diverse tehnologii de epurare a deseurilor citostatice, insistand
asupra celor electrochimice cu referire mai ales la reactoarele electrochimice

cu densitati de curent asimetrice.

2. Elaborarea, proiectarea si realizarea unei microinstala tii
experimentale care s a permita epurarea de seurilor citotoxice
rezultate din activitatea medical a oncologic a.

Microinstalatia experimentald construita este alcatuitd din trei parti
componente distincte montate pe un sasiu comun:
- sistemul de pregatire a probei,

- microreactorul electrochimic,
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sistemul de automatizare.

Fiecare din aceste parti are in componentd mai multe subansamble.

Atat sistemul de pregatire a probei cat si microreactorul electrochimic sunt

controlate de catre sistemul de automatizare care include si calculatorul de

proces. Trebuie mentionat ca intreaga microinstalatie poate fi comandata atat

de catre calculatorul de proces cat si direct de catre operator prin intermediul

comenzilor manuale.

Este de mentionat faptul ca anumite elemente constructive ale partilor

componente sunt de conceptie proprie si anume:

Vasul de amestecare al probei cu solutia de saramura,
Microreactorul electrochimic,

Unele module ale sistemului de automatizare: sursa de
alimentare a microreactorului electrochimic, sursa de
alimentare a regulatoarelor electronice, regulatorul discontinuu
de nivel al vasului de amestecare, etajele de comanda ale

pompelor peristaltice si electrovalvelor.

3. Testarea microinstala tiei si prelucrarea matematic a a datelor

experimentale ob tinute prin determin ari complexe fizico-chimice

si de citotoxicitate.

Functionarea microinstalatiei experimentale a fost testata in privinta

urmatoarelor aspecte:

Productia de clor liber in cursul electrolizei unor solutii de
clorura de sodiu cu diverse concentratii in limitele 0 — 10 g/ dl.
Eficienta epurarii unor ape reziduale sintetice cu continut de
substante citostatice in diverse concentratii prin metode fizico-
chimice.

Propunerea unor mecanisme teoretice care sa explice
degradarea citostaticelor luate in studiu, Tn conditile din
reactorul electrochimic.

Eficienta epurarii unor ape reziduale reale (urina provenita de
la pacientii care au urmat diverse tratamente chimioterapice)

prin metode fizico-chimice.
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- Analiza prin metode biologice a produsilor rezultati in urma
epurarii  (efluentul de la microreactorul electrochimic) in
vederea determinarii citotoxicitatii reziduale.

Aspectele mentionate au fost studiate pe baza datelor experimentale
obtinute la testarea instalatiei experimentale Tn cazul epurarii apelor reziduale
sintetice gi reale (urind) cu continut de substante citostatice: melphalan,
doxorubicina, metotrexat, ciclofosfamida si ifosfamida.

Prin  modul original de conceptie al microinstalatiei
experimentale, sunt favorizate reactiile de interes: oxidarea electrochimica la
anod gi oxidarea chimica in masa de reactie prin speciile reactive ale clorului
liber. Aceste mecanisme combinate duc la degradarea avansata a agentilor
citostatici.

Determinarile experimentale au aratat ca unele dintre substantele
citostatice luate Tn studiu sunt foarte sensibile la oxidare, degradandu-se
foarte repede, pe cand altele se degradeaza greu (figura 80). Din acest
considerent s-a ales ca durata procesului de epurare sa fie 90 de minute
pentru toate probele.

Toate probele supuse epurarii au fost analizate cromatografic,
respectiv fluorimetric pentru dozarea compusilor de interes precum si pentru
urmarirea procesului de degradare a acestora.

In vederea acestor determinari, toate probele recoltate in cursul
desfasurarii procesului de electroliza precum si la sfarsitul acestuia au fost
tratate corespunzator pentru neutralizarea clorului liber rezidual, atfel incat sa
fie evitata orice degradare a substantelor din momentul prelevarii din
microreactorul electrochimic si pana in momentul analizei.

In cadrul determinarilor experimentale s-au masurat concentratiile
substantelor citotoxice utilizate la testarea microinstalatiei experimentale
Tnainte de initierea procesului de epurare, in decursul acestuia la diferite
intervale de timp si la final.

Rezultatele obtinute prin analiza gi interpretarea cromatogramelor sunt

prezentate in tabelele corespunzatoare fiecarei substante citostatice in parte.
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Figura 80. Viteza de degradare a compusilor citostatici luati in studiu

ormanta, care

reflecta eficienta epurarii efectuate Tn  microinstala tia
experimental a.
In cadrul lucrarii, drept indicator principal de performanta al

microinstalatiei experimentale s-a adoptat ,randamentul de epurare” care a

fost definit ca raportul dintre concentratia finala gi cea initiala (de referinta) a

agentului citostatic folosit, raportat procentual.

In tabelul XXXI sunt prezentate valorile randamentelor de epurare

pentru cele cinci substante citostatice folosite la testarea microinstalatiei

experimentale.

Tabel XXXI. Randamentul de epurare al citostaticelor

Melphalan | Doxorubicina | Metotrexat | Ciclofosfamida | Ifosfamida
Randament 99,93 99,7 99 99,7 99,9
de epurare

ape
sintetice
(%)
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Melphalan | Doxorubicina | Metotrexat | Ciclofosfamida | Ifosfamida

Randament 99,82 93,99 98,5 98,8 99,4
de epurare
ape reale
(urina) (%)

Din tabel se observa ca randamentele de epurare au valori ridicate
ceea ce confirma faptul ca instalatia functioneaza in conditii bune si n

consecinta procesul de epurare se desfasoara normal.

5. Analiza prin metode biologice a produselor rezul tate in urma
epur arii, in vederea determin arii citotoxicit atii reziduale.

Dupa incheierea epurarii probele au fost analizate din punct de vedere
al citotoxicitatii prin determinari ,in vitro” pe culturi de celule si ,in vivo” pe
animale de laborator, comparativ cu probele neepurate.

Atat determinarile efectuate pe culturi de celule cat si cele pe animale
de laborator confirma rezultatele obtinute prin determinarile fizico-chimice
(concentratiile citostaticelor).

Citotoxicitatea efluentilor epurati este semnificativ redusa in raport cu

citotoxicitatea probelor initiale.

6. Elaborarea unei teorii proprii cu privire la mod ul in care are loc
mecanismul de degradare prin oxidare electrochimic a a
substan telor citostatice care au fost utilizate la testarea
microinstala tiei.

Pentru fiecare agent citostatic in parte s-a elaborat o schema principiala a
mecanismului de degradare prin oxidare electrochimica. S-a pornit de la
premisa ca citostaticul supus epurarii se va degrada pana la dioxid de carbon
si apa +/- amoniac (in cazul prezentei azotului in molecula respectiva).
Aceasta degradare se desfasoara cu generarea unor compusi intermediari
potential citotoxici care sunt dificil de pus in evidenta in conditile de

desfasurare ale experimentelor.
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Ca atare se poate considera ca microinstalafia de epurare
realizata prezinta o serie de avantaje deosebite cum ar fi: gabarit redus,
performante functionale bune, randament de epurare ridicat. Aceste
avantaje recomanda utilizarea principiilor si conceptelor care au stat la
baza elaborarii microinstalafiei prezentate, la realizarea unor instalafii de

dimensiuni adecvate institufiilor sanitare cu profil oncologic.

Contribu tii personale

1. Realizarea unei documentari bibliografice cu privire la tehnologiile si
reactoarele electrochimice utilizate la epurarea substantelor poluante.

2. Realizarea unei documentari bibliografice sintetice asupra tehnicilor de
modelare matematica, automatizare si optimizare, cu particularizare
pentru tehnologiile si instalatiile de epurare a substantelor poluante.

3. Proiectarea gi construirea unei microinstalatii experimentale, de
conceptie proprie pentru epurarea deseurilor citostatice provenite din
activitatea medicala oncologica.

4. Adaptarea metodei titrimetrice uzuale de dozare a clorului liber pentru
determinari microanalitice.

5. Prelucrarea datelor experimentale cu programe de calcul specifice si
stabilirea unor metodologii si a unor algoritmi de calcul acceptabili
pentru determinarea modelelor matematice care descriu diferitele
dependente intre concentratiile de substante citostatice si timp.

6. Prepararea unor probe sintetice de referinta cu compozitie bine
cunoscuta si elaborarea modelelor matematice pentru variatia
concentratiei de substantd citostatica Tn acestea Tn cursul epurarii
electrochimice prin determinari fizico-chimice succesive.

7. Testarea si validarea modelelor matematice propuse in raport cu
probele reale de urina provenite de la pacientii tratati cu respectivele

substante citostatice.
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8. Testarea efluentilor rezultati Tn urma epurarii agentilor citostatici pe
culturi de celule si animale de laborator in vederea determinarii
citotoxicitatii reziduale.

9. Pe baza -cercetarilor efectuate se constata ca microinstalatia
experimentala de epurare a degeurilor citostatice a carei functionare a
fost studiata in cadrul lucrarii prezinta performante foarte bune sub

aspectul randamentelor de epurare.
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Anexa

Programul de conducere cu calculatorul a microinstalatiel
experimentale:

//Start of LoadLabJackUD function.
/[This is the function used to dynamically load Diel..
void LoadLabJackUD (void)
{
//Now try and load the DLL.
if (hDLLInstance = LoadLibrary("labjackud.dl)")
{
/Nf successfully loaded, get the addrdgt® functions.
m_pListAll = (tListAll)::GetProcAddress(hlnstance,"ListAll");
m_pOpenLabJack =
(tOpenLabJack)::GetProcAddress(hDLLInstance,"Opédhaek");
m_pAddRequest =
(tAddRequest)::GetProcAddress(hDLLInstance,"AddRestjU);
m_pGo = (tGo)::GetProcAddress(hDLLInstal@e;);
m_pGoOne = (tGoOne)::GetProcAddress(hDLianse,"GoOne");
m_peGet = (teGet)::GetProcAddress(hDLLInstg"'eGet");
m_pePut = (tePut)::GetProcAddress(hDLLInstg"'ePut");
m_pGetResult = (tGetResult)::GetProcAddiE3kLInstance,"GetResult");
m_pGetFirstResult =
(tGetFirstResult)::GetProcAddress(hDLLInstance, késtResult");
m_pGetNextResult =
(tGetNextResult)::GetProcAddress(hDLLInstance,"GetiResult");
m_peAIN = (teAIN)::GetProcAddress(hDLLInstz,"eAIN");
m_peDAC = (teDAC)::GetProcAddress(hDLLImsta,"eDAC");
m_peDI = (teDl)::GetProcAddress(hDLLInstarieDI");
m_peDO = (teDO)::GetProcAddress(hDLLIns&gleDO");
m_peAddGoGet =
(teAddGoGet)::GetProcAddress(hDLLInstance,"eAddG8)Ge
m_peTCConfig = (teTCConfig)::GetProcAddfesd_LInstance,"eTCConfig");
m_peTCValues = (teTCValues)::GetProcAddrd3kLInstance,"eTCValues");
m_pResetLabJack =
(tResetLabJack)::GetProcAddress(hDLLInstance,"Reddack");
m_pDoubleToStringAddress =
(tDoubleToStringAddress)::GetProcAddress(hDLLIns®DoubleToStringAddress

)i
m_pStringToDoubleAddress =
(tStringToDoubleAddress)::GetProcAddress(hDLLIns&hStringToDoubleAddress

);
m_pStringToConstant =
(tStringToConstant)::GetProcAddress(hDLLInstanceif§ToConstant™);
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m_pErrorToString =
(tErrorToString)::GetProcAddress(hDLLInstance,"EfroString™);
m_pGetDriverVersion =
(tGetDriverVersion)::GetProcAddress(hDLLInstancestBriverVersion™);
m_pTCVoltsToTemp =
(tTCVoltsToTemp)::GetProcAddress(hDLLInstance,"T@gdoTemp");
}

else
{
printf("\nFailed to load DLL\n");
getchar();
exit(0);
}
/l m_pOpenLabJack now holds a pointer to therpbJack function. The
compiler
// automatically recognizes m_pOpenlLabJack @araer to a function and
/I calls the function with the parameters givéinwe created another
// variable of type tOpenLabJack and simply'jpiMewVar = m_pOpenLabJack”,
// then the compiler might not know to call fnaction.

}
//IEnd of LoadLabJackUD function.

/[This is our simple error handling function thatalled after every UD
/[function call. This function displays the errode and string description
/lof the error. It also has a line number inpuait tten be used with the
/Imacro __LINE__ to display the line number in smucode that called the
/lerror handler. It also has an iteration inpuissful when processing
/lresults in a loop (getfirst/getnext).

void ErrorHandler (LJ_ERROR IngErrorcode, long lirggNumber, long
Inglteration)

char err[255];
if (IngErrorcode !'= LJE_ NOERROR)

{
m_pErrorToString(IngErrorcode,err);
printf("Error number = %d\n",IngErrorcode);
printf("Error string = %s\n",err);
printf("Source line number = %d\n",IngLinefber);
printf("Iteration = %d\n\n",Inglteration);
if (IngErrorcode > LJE_MIN_GROUP_ERROR)

//Quit if this is a group error.
getchar();
exit(0);

}
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main()

{

LJ_ERROR IngErrorcode;

long IngGetNextlteration;

long InglOType=0, IngChannel=0;
double dblVvalue=0;

double dblvalue2=0;

double dblvalue4=0;

float counter=0, timpelectroliza = 0;;
double dblError=0;

int step =0;

int variabilatest = 0;

LJ_HANDLE DefaultHandle=0;
char ch;

char b_MessageNotDisplayed = 1;

char err[255];

#define TRUE 1
#define FALSE O

/ILoad the DLL.
LoadLabJackUD();

//Open the first found LabJack U3.
IngErrorcode = m_pOpenLabJack (LJ_dtU3, LJ_&U3", 1, &DefaultHandle);
ErrorHandler(IngErrorcode, _ LINE__, 0);

/[Start by using the pin_configuration_resetype so that all
/lpin assignments are in the factory defauttditon.
IngErrorcode = m_pePut (DefaultHandle, LJ_ioRIDNFIGURATION_RESET,

0,0, 0);

ErrorHandler(IngErrorcode, _ LINE__, 0);

//Configure all ports as digital. That meares w

/Iwill start from channel 0 and update all I&ible bits. We will

/Ipass a value of bO0O00000000000000 or dO.

IngErrorcode = m_pePut (DefaultHandle, LJ_ioPBNALOG_ENABLE_PORT,

0, 0, 16);

ErrorHandler(IngErrorcode, _ LINE__, 0);

while (1)

{
IngGetNextlteration=0; //Used by the efnandling function.
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while ((IngErrorcode < LJE_MIN_GROUP_ERROQR)
{
/IRead if any error appear FIO7.
IngErrorcode = m_peGet(DefaultHandl&, ibGET_DIGITAL_BIT, 7,
&dblError, 0);
ErrorHandler(IngErrorcode, _ LINE__; 0)

[* A aparut o eroare? */
if (1 == dblError)
{
step = 6;
}

switch (step)
{

case O:
{
IngErrorcode = m_peGet(Defaaltidle, LJ ioGET_DIGITAL_BIT, 0,
&dblvalue, 0);

/* Preluarea probei s-a ternfird
if (0 == dblVvalue)
{

/IClear screen

system("cls");

//Set portl to high
IngErrorcode = m_pePut(dttdandle,
LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT, 1, 1, 1);
ErrorHandler(IngErrorcode LINE__, 0);
//Informare ca Pompa P24 hctivata - port2 HIGH
step = 1;
}

else

system("cls™);

printf("\n");

puts("Preluare proba - g asteptati!");
}

break;

}

case 1:

{
IngErrorcode = m_peGet(Defaaltidle, LJ io0GET_DIGITAL_BIT, 2,

&dblVvalue2, 0);

/* Salinitatea dorita a foshat */
if (1 == dblvalue2)
{

/IClear screen
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system("cls");

//Oprire pompa P2(salireat fost atinsa)

IngErrorcode = m_pePut(dttdandle,
LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT, 1, 0, 1);

ErrorHandler(IngErrorcode LINE__, 0);

/IDeschidere electrovalwalkE

IngErrorcode = m_pePut(éttdandle,
LJ ioPUT_DIGITAL_PORT, 3, 1, 1);

ErrorHandler(IngErrorcode L INE__, 0);

/* Odata verificat acesttpau mai este luat in considerare */
step = 2;

}

else

system("cls™);
puts("Introducere solutia® 25% - Se asteapta atingerea salinitatii

}

break;

}

case 2:

{

IngErrorcode = m_peGet(Defaaltidle, LJ ioGET_DIGITAL_BIT, 4,
&dblVvalue4, 0);

dorite");

[* Reactor chimic plin? */
if (1 == dblValue4)
{

/IClear screen
system("cls");

/lInchidere electrovalvaEV

IngErrorcode = m_pePut(dttdandle,
LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT, 3, 0, 1);

ErrorHandler(IngErrorcode LINE__, 0);

[* Se informeaza ca timptielectroloza trebuie introdus */
step = 3;
}

else

{

system("cls");

puts(" Salinitate doriténab.\n Se realizeaza umplerea reactorului
chimic. Va rog asteptati!");

}

break;

}
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case 3:
{
if (b_MessageNotDisplayed)
{
puts(" Introduceti timpue électroliza in minute ");
/[Citire timp functionareetrliza
scanf ("%f",&timpelectrodiy

b _MessageNotDisplayed = BAL.

[* Timpul introdus este git@ */
if ((timpelectroliza < J){impelectroliza > 90))
{
puts("Timpul introduste incorect!™);
b_MessageNotDisplayetRUE;
}

else

{
/IClear screen
system("cls");

/[Pornire reactor- pgata timpului setat

IngErrorcode = m_pePwataultHandle,
LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT, 5, 1, 1);

ErrorHandler(IngErroden __ LINE__, 0);

/* Convert timer fromimates to counter */
timpelectroliza*.136.96;

step = 4;
}
}

break;

}

case 4:

{

counter++;

[* Timpul pentru electrolizaeapirat? */
if (timpelectroliza <= counter)
{
/[Oprire reactor
IngErrorcode = m_pePut(éttdandle,
LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT, 5, 0, 1);
ErrorHandler(IngErrorcode L INE__, 0);

/[Deschidere EV2 pe dumthminute

IngErrorcode = m_pePut(dttdandle,
LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT, 6, 1, 1);

ErrorHandler(IngErrorcode LINE__, 0);
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}

counter = 0;

step = 5;
system("cls™);
}
else
{

system("cls™);
puts("Electroliza in desfesre - Va rog asteptati!");

}

break;

case 5:

{

counter++;

/* Timpul de 4 min pentru destdrea valvel EV2 a expirat? */
if (76579.44 <= counter)

{
/I Inchidere valva EV2

IngErrorcode = IngErrorcoden_pePut(DefaultHandle,

LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT, 6, 0, 1),

ErrorHandler(IngErrorcode L INE__, 0);

/IDeschidere electrovalwalkE din nou
IngErrorcode = m_pePut(éttdandle,

LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT, 3, 1, 1),

}

ErrorHandler(IngErrorcode L INE__, 0);

/* Reluare de la pasul: $aM output */
step = 2;

/* Resetare variabile */

b _MessageNotDisplayed = ERU
timpelectroliza = 0;

counter = 0;

}

break;

case 6:

{

/[system("cls");

puts("ALARMA - Verifica: PROBMSUFICIENTA");

puts(" : SOLUETNaCI25% INSUFICIENTA");
puts(" : SALINATE IMPOSIBIL DE ATINS");
puts("Este necesara actiunesatprului - comanda manuala");
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/* Dezactiveaza toate iesitile

IngErrorcode = m_pePut(Defaaltidle, LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT,

IngErrorcode = m_pePut(Defaaltidle, LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT,

IngErrorcode = m_pePut(Defaaltidle, LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT,

IngErrorcode = m_pePut(Defaaltidle, LJ_ioPUT_DIGITAL_PORT,

1,0, 1);
ErrorHandler(IngErrorcode, NH_, 0);
3,0, 1)
ErrorHandler(IngErrorcode, NH_, 0);
5,0,1)
ErrorHandler(IngErrorcode, NH_, 0);
6, 0, 1);
ErrorHandler(IngErrorcode, NH_, 0);
[* Resetare toate variabilamsite */
b _MessageNotDisplayed = TRUE;
timpelectroliza = 0;
counter = 0;
printf("\nApasati (i) pentrusiee\n");
ch = getchar();
if ch=="1)
{
[* Resetare toate varidbilelosite */
step = 0;
return O;
}
break;
}
}
IngGetNextlteration++;
}

}

}

llprintf("\nApasati (i) pentru iesire\n");
/lch = getchar();
if (FALSE)//(ch =="1")

[* Resetare toate variabilele fologite
step = 0;

b _MessageNotDisplayed = TRUE;
return O;

}
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