Pracownia Biofizyczna, Zaktad Biofizyki CM UJ

Sztuczna hemodializa

(L)

I. Zagadnienia

1. Wybrane wlasciwosci pltynoéw: roztwory i zawiesiny, izotoniczno$¢ roztwordw,
elektrolity, przewodnos$¢ wiasciwa (konduktancja) roztworow.

2. Btona potprzepuszczalna i zwigzane z nig zjawiska fizyczne (dyfuzja, osmoza,
filtracja, | prawo Ficka, prawo vant’Hoffa), btony biologiczne

3. Zasada dziatania aparatu do hemodializy.

1. Zadania

1. Wyznaczenie wspotczynnikow przepuszczalno$ci blony dializatora dla roztworow

chlorku potasu i chlorku sodu w oparciu 0 pomiary zmian stezenia jonOw w roztworze
w procesie dializy 1 dializy z ultrafiltracja.

2. Przedstawienie w formie analitycznej rownan opisujacych zmiang st¢zenia jondéw w
roztworze w funkcji czasu.

3. Obliczenie czasu potrzebnego do eliminacji z badanego roztworu okreslonej ilosci
substancji.
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1. Wykonanie ¢wiczenia
1. Przygotowanie ¢wiczenia.

- Zapozna¢ si¢ z uktadem pomiarowym (rozdziaty VI i VII) oraz z podstawami procesu
dializy i obrobki danych w ¢wiczeniu (rozdziat VIII).

- Zatozy¢ na dysku U: folder do zapisu wynikow pomiarow.

- Przygotowa¢ 300 ml roztworu NaCl, a w drugim pojemniku — 300 ml roztworu KCI.
Roztwory sporzadzi¢ uzywajac wody z kranu. Ich st¢zenie powinno wynosi¢ 60 g/1.

- Poprosi¢ asystenta o pomoC W uruchomieniu aparatury.

2. Dializa roztworéow NaCl i KCI.

- Oprozni¢ pojemnik Al (,,pacjenta”), a nastepnie wla¢ do niego okoto 1000 ml wody z
kranu, uruchomié¢ proces hemodializy na okoto 3 minuty. Po tym czasie, zatrzymac
proces dializy i wyla¢ roztwor z pojemnika Al. Czynno$¢ ta ma na celu wyptukanie
z dializatora 1 uktadu potaczen roztworu pozostajacego po poprzednich ¢wiczeniach.
Ptukanie  nalezy @~ wykona¢  przed  pomiarem  kolejnych  roztwordw.
UWAGA: przed pierwszym plukaniem ukladu prosze zapytaé asystenta, czy
czynnos¢ ta nie zostala wykonana wczesniej!

- Wla¢ do pojemnika A1 500 ml wody z kranu. Umiesci¢ sondg konduktometru

w naczyniu Al. Uruchomi¢ proces dializy i uruchomi¢ program Haemodialisis .
Stosownie do instrukcji programu (rozdzial X) uruchomi¢ rejestracje danych (klawisz
Start). Po okolo 3 minutach (potrzebnych na wyrdéwnanie si¢ stgzen roztwordw
W naczyniu Al, w dializatorze 1 uktadzie polaczen) wla¢ do pojemnika Al roztwor
NaCl, nie zatrzymujac procesu dializy i rejestracji danych. Obserwowaé zmiany
stezenia w programie Haemodialisis. Obserwowaé rowniez aparat sztucznej nerki.
W przypadku, gdyby proces dializy si¢ zatrzymatl, nalezy go wymusi¢ stosownie do
zalecen podanych w rozdziale VII i poprosi¢ asystenta.

- Prowadzi¢ rejestracj¢ zmiany stezen w pojemniku Al przez okoto 10-15 minut,
stosownie do zalecen asystenta. Po tym czasie najpierw zapisaé¢ wyniki (klawisz Save
results), a nastgpnie zatrzymaé rejestracje danych w programie (klawisz
START/STOP) i wylaczy¢ dialize. Zapisa¢ wyniki pomiardw zmian st¢zenia w
naczyniu Al. Program prosi o podanie lokalizacji i nazwy pliku dla wynikéw
rejestrowanych w naczyniu Al.

- Powtorzy¢ calg powyzszg procedurg dla roztworu KCI.

3. Analiza danych pomiarowych.
- Procedurg analizy danych przeprowadzamy dla roztworéw NaCl i KCI.

- Rownania opisujace zmiane stezen dializowanych roztworéw przedstawiono
w rozdziale IX. Aby obliczy¢ wspotczynniki przepuszczalno$ci blony dializatora,
nalezy zarejestrowane dane dopasowa¢ krzywa modelowa (analizujemy pliki
otrzymane dla dializy w naczyniu Al). W tym celu zaimportowa¢ dane do programu
Statistica (patrz instrukcja programu), a nastgpnie wykona¢ na ich podstawie wykres
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zalezno$ci zmian stezenia od czasu: kolumna druga (zmienna Var2), jako funkcja
kolumny pierwszej (zmienna Varl).

- Poniewaz tylko cze$¢ krzywej odpowiada procesowi dializy, nalezy ograniczy¢ zakres
danych do analizy usuwajgc wybrane punkty pomiarowe (opcja: Brushing->Show
Brushing->Brushing Off).

- Dopasowa¢ analizowany fragment krzywej funkcja eksponencjalng (patrz instrukcja
programu Statistica, s. 23). Funkcja modelowa zostanie umieszczona na wykresie
wraz z wynikami dopasowania. Wykres z dopasowang krzywa i wynikami
dopasowania umiesci¢ w sprawozdaniu. Opisa¢ jednostki parametrow krzywe;.

4. Obliczenie wspolczynnikow przepuszczalnosci blony dializatora.

- Wspotczynniki przepuszczalnosci btony dializatora zaleza od rodzaju jondow
przedostajacych si¢ przez btong i od tego, czy stosujemy ultrafiltracje. Spodziewamy
si¢, ze wspoOlczynniki te beda rézne dla kazdego z dwdch wykonanych pomiarow i dla
kazdego z nich wykonujemy obliczenia.

- Do obliczenia wspotczynnikow przepuszczalnosci btony dializatora uzywamy wzoru
opisanego w rozdziale VIII: K=c*V/S. V jest obj¢toscig dializowanego roztworu
i wynosi 1000 ml (300 ml przygotowanego roztworu dodano do 500 ml wody
w naczyniu Al, a w uktadzie potaczen i w dializatorze pozostaje 200 ml). S oznacza
powierzchni¢ btony dializatora i1 nalezy ja obliczy¢ na podstawie znajomosci
parametrow dializatora (8900 (n) kapilar o dtugosci 25 cm (l) i $rednim promieniu 130
um (r)). Parametr (c) w rownaniu, jest jednym z parametrow dopasowanej krzywej
eksponencjalnej.

- Obliczy¢ niepewnos$ci pomiarowe wyznaczonych wspotczynnikéw przepuszczalnos$ci
btony dializatora przyjmujac, ze niepewnos¢ objetosci roztworu (4V) wynosi 50 ml,
natomiast niepewnosci parametrow charakteryzujacych dializator (r, n, ) wynosza
2%. Niepewno$¢ C zostala wyznaczona w procedurze dopasowania krzywej
eksponencjalnej. Wskazowki dotyczace sposobu obliczania niepewno$ci mozna
znalez¢ w rozdziale IX.

- Por6wna¢ otrzymane dla obu pomiarow wspolczynniki przepuszczalnosci blony
dializatora i skomentowac je.

5. Analityczna posta¢ réwnan opisujacych proces dializy.

- W rozdziale VIII pokazano rownania opisujace proces dializy. W punkcie 4 i 5

¢wiczenia dopasowano dane pomiarowe krzywa modelowa i obliczono wspotczynnik
przepuszczalno$ci btony. Na podstawie powyzszych, przedstawi¢ analityczng postaé
funkcji opisujacych proces dializy uwzgledniajac warto$ci parametrow krzywych.
Analityczna posta¢ réwnania, to taka, w ktorej wstawiono obliczone wartosci
wspotczynnikow.
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6. Obliczenie czasu potrzebnego do eliminacji z badanego roztworu okreslonej ilosci
substancji.

- Dla wskazanego przez asystenta pomiaru (NaCl lub KCI1) wyliczy¢ czas potrzebny do
wyeliminowania z roztworu konkretnej (zadanej przez asystenta) ilo$ci rozpuszczonej
substancji.

IV. Sprawozdanie (szablon L10_Hemodializa.dotx)
Sprawozdanie powinno zawierac:

- wykresy przestawiajace zmiang stgzenia jonow w roztworach dla wszystkich
wykonanych pomiarow z dopasowanymi funkcjami modelowymi;

- wyniki dopasowania krzywych z opisanymi ich jednostek;

- Obliczone wspoélczynniki przepuszczalno$ci blony dla wszystkich pomiarow wraz
z obliczonymi niepewno$ciami;

- analityczne postaci funkcji opisujacych proces dializy;

- obliczony czas potrzebny do eliminacji z rozpuszczalnika zadanej przez asystenta
masy substancji rozpuszczonej wraz ze stosownymi obliczeniami.

V. Instrukcje
- Instrukcja programu Statistica.

- Instrukcje obstugi programéw 1 urzadzen sa dotaczone do niniejszej instrukcji,
w formie kolejno numerowanych rozdziatow:

VI — Uktad pomiarowy

VIl — Obstuga aparatu sztucznej nerki
VIII — Analiza danych pomiarowych
IX — Obliczanie niepewnosci

X — Instrukcja obstugi programu Haemodialisis.
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V1. Uktad pomiarowy

Uktad pomiarowy (Rys. 1) sklada si¢ z: aparatu sztucznej nerki, dializatora, dwdch
pojemnikéw (Al i A2), dwoch konduktometru, elektrod pomiarowych i termometrow.
Konduktometr komunikuje si¢ z komputerem poprzez port szeregowy COM 5.

Pojemnik A1 z sondg
konduktometru
i termometrem

Konduktometr

Dializator

Wigcznik
ultrafiltracji

Pompa

erystaltyczna . .
perystaity Aparat sztucznej nerki

Rys. 1. Uklad pomiarowy stosowany w ¢wiczeniu.

Pojemnik A1l pehni rolg pacjenta. Roztwor z pojemnika Al (zanieczyszczona krew)
jest kierowany do dializatora przy pomocy pompy perystaltycznej, a nastepnie z powrotem do
pojemnika Al.
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Krew wychodzgca
H ﬂ N1 Krew ,, czysta”
k | (. N2

Roztwor dializacyjny

Wejscie ptynu czysty”

dializacyjnego

T |5 Kapilary Kapilar
| Btona priary
potprzepuszczalna
5 | Wyjscie ptynu Roztwor dializacyjny

dializacyjnego ) »
,,zanieczyszczony

Al

UTU Krew wchodzaca

Rys.2. Schemat przekroju przez typowy dializator kapilarny i widok dializatora stosowanego w éwiczeniu. N1 —
objetosc wnetrza kapilar, N2 — objetos¢ pozostatej czesci dializatora.

Krew ,,zanieczyszczona”

Dializator jest plastikowym pojemnikiem zawierajacym kilka tysiecy kapilar, ktorych
$ciany wykonane sg z btony polprzepuszczalnej. W procesie dializy zanieczyszczenia z krwi
przechodzg przez Scianki kapilar do roztworu dializacyjnego (Rys. 2 i 3). Powierzchnia btony
dializatora zalezy od jego konstrukcji. Stosowany w ¢wiczeniu dializator zawiera 8900 (n)
kapilar o $rednim promieniu 130 um (r) i dtugosci 25 cm (l). Wzgledny btad wyznaczenia n, |
I rwynosi 2% (t.j. 4r/r = Al/l = An/n = 0.02).

Aparat sztucznej nerki przygotowuje roztwor dializacyjny (dializat) wykorzystujac do
tego celu koncentrat i wode. Dializat jest przepompowywany przy pomocy pompy
perystaltycznej przez dializator i oplywa znajdujace si¢ w nim kapilary wykonane z btony
polprzepuszczalnej. Scianki kapilar oddzielaja dializat od krwi pacjenta, ktéra przeptywa
przez kapilary. Stezenia jonéw Na®, K i innych substancji bedacych efektem metabolizmu,
jak rowniez inne parametry dializatu, utrzymywane sg na statym poziomie (Cz). Poziom ten
charakteryzuje krew normalnego, zdrowego pacjenta. Roznice st¢zenia substancji po obydwu
stronach blony (tj. w dializacie 1 krwi) powoduja ich przeptyw ze srodowiska o wigkszym
stezeniu, do $rodowiska o stezeniu mniejszym (Rys. 3). Zanieczyszczony dializat jest
kierowany bezposrednio do kanalizacji (A2 na rysunku ponizej).

[

N2

T l

AX
Al S A2

M(t):C(t)*V)
l T szcinst L
Q <—Koncentrat

Pompa < Woda
perystaltyczna
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Fig. 3. Schemat procesu dializy. Al — dializowany roztwér (krew), A2 — dializat z zanieczyszczeniami, ktore
przedyfundowaly przez blong dializatora z krwi, N1 — wnetrze kapilar dializatora, N2 — wnetrze dializatora
Z wylgczeniem objetosci zajmowanej przez kapilary, AX — grubos¢ blony dializatora, S — powierzchnia blony
(suma powierzchni $cian bocznych wszystkich kapilar), M(t) — masa substancji rozpuszczonej, C(t) — stezenie
roztworu, V — objetosé dializowanego roztworu, t - czas.

Catkowita objetos¢ dializowanego roztworu V jest stala w czasie (tak samo jak
objetos¢ Krwi w ciele pacjenta poddawanego dializie) i wynosi w ¢wiczeniu 1000 + 50 ml.
Objetos¢ dializatu jest nieograniczona, poniewaz jest on stale produkowany przez aparat
sztucznej nerki.

W naczyniu Al umieszczono konduktometr, ktory pozwala mierzy¢ zmiany
konduktancji roztworow. Poniewaz konduktancja roztworu jest zwigzana ze stgzeniem,
zastosowanie konduktometru pozwala na $ledzenie zmian st¢zenia w czasie. Analiza tych
zmian pozwala na obliczenie wspolczynnika przepuszczalnosci btony dializatora.

VII. Obstuga aparatu sztucznej nerki

Aparat sztucznej nerki powinien by¢ sprawdzony przed uruchomieniem, uruchamiany
1 wylaczany przez asystenta prowadzacego ¢wiczenie.

Znajomos¢ jedynie ograniczonej liczby funkcji aparatu jest konieczna na pracowni.
Studenci obstuguja aparat w przypadku wymiany roztworu w naczyniu Al. Istotne jest, aby
podczas wymiany roztworu w naczyniu Al nie dzialala pompa perystaltyczna aparatu,
gdyz mogloby to doprowadzi¢ do zapowietrzenia ukladu.

W celu uruchomienia procesu dializy nalezy wcisna¢ przycisk DIALYSIS START.
Ten sam przycisk zatrzymuje pompe 1 wytacza dializg.

Wigcznik / wytgcznik
pompy perystaltycznej

ﬂ _

Fig. 4. Przyciski aparatu sztucznej nerki uzywane do uruchomienia i zatrzymania procesu dializy.
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VI1II. Analiza danych pomiarowych

Zadaniem aparatu sztucznej nerki jest przygotowanie dializatu o statych, zadanych
parametrach (st¢zenia i temperatura). Dzigki temu mozna przyjacé, ze stezenie w naczyniu A2
jest state (C2 = const) a co za tym idzie proces dializy na schemacie prezentowanym na rys. 3
mozna opisa¢ rOwnaniem:

ACH) _SK

" C(t)-C,) [1]

gdzie: C(t) — stezenie dializowanego roztworu w naczyniu Al, t — czas, V — obj¢tosé
roztworu w naczyniu Al (1000 £ 50 ml), K — wspolczynnik przepuszczalnosci [m/s], S —
powierzchnia blony dializatora [m?], C2 — stezenie roztworu zanieczyszczonego NaCl lub
KCI, tu wylewanego do kanalizacji, czyli stezenie dializatu przygotowywanego przez aparat
sztucznej nerki [g/1].

Uktad pomiarowy zostal uproszczony w porownaniu do ukladu stosowanego
klinicznie. Zamiast dializatu przygotowanego z koncentratu 1 wody stosuje si¢ czysta wode,
dzieki czemu réwnanie [1] mozna uprosci¢ biorgc pod uwage, ze C>=0:

AC(t) _ S-K
At \Y

-C(t) [2]
Rozwigzaniem rownania [2] jest eksponencjalna funkcja czasu:
S
C(t)=C0exp[—\7-K-tj [3]

gdzie Co to poczatkowe stezenie (t = 0) jonow w pojemniku Al wyrazone w g/l.

Roéwnanie [3] mozna zastosowaé w celu obliczenia wspotczynnika przepuszczalnos$ci
btony wykorzystujac pomiary zmian stezenia jondow w pojemniku Al. Analiz¢ wykonuje si¢
w programie Statistica (s. 23 instrukcji do programu Statistica). Uzyskang eksperymentalnie
zalezno$¢ zmian stezenia jonow od czasu C(t) dopasowujemy funkcja eksponencjalng
zdefiniowang w programie, jako:

y=a+b-exp(-c-x) [4]

Procedura dopasowania polega na znalezieniu parametréw krzywej modelowej, ktore
najlepiej pasuja do danych do$wiadczalnych. Poréwnujac réwnania [3] 1 [4] mozna
zidentyfikowa¢ poszczeg6lne parametry dopasowanej krzywej modelowej:

Rownanie [3] Rownanie [4] Znaczenie
Teoria Notacja w Statistica
C() y Stezenie [g/1]
t X Czas [s]
Co b Stezenie poczatkowe (dla t,x=0) [g/I]
- a Stezenie [g/1], jakie zostanie osiggniete po nieskonczenie

dhugim czasie. Poniewaz C,=0 spodziewamy si¢, ze ten
parametr powinien by¢ zblizony do zera.

S-KIV c c[1/s] opisuje spadek stgzenia w Al. Parametr ten zalezy
od wlasciwosci blony dializatora.
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Ponizej pokazano przyktad wynikéw dopasowania danych eksperymentalnych
(Hemodial) w programie Statistica.

24 Workbook2* - Model is: y=a+b*exp(-c*x) (Hemodial)
a_ Warkbookz*
=/ Monlinear Estimation (Hemog
B@ Monlinear estimation res
() Model: y=a+b*

Model is: y=a+b¥exp(-c™x) (Hemodial)
Dep. War. ©y
Level of confidence: 95.0% ([ alpha=0.050)

Estimate | Standard | t-value Lao. Conf | Up. Conf
| | errar df =173 Limnit Limit
a [ 4544121 D.002637] 1722918 0.00) 453891 454933

b |18.14531 0.075913 239.008  0.00] 17.99546 18.29516 N D e e
]

000573 0.000026) 371.843) 000 000963 0.00975 R

p-value

]| todel iz y=a+bexp(-c*x] [Hemodial] l

¢ > ||Eﬁ Model: y=a+b*expl-c*

Bledy
Parametry _ parametrow
dopasowanej
Krzywej

Znajac notacje stosowang w Statistica i porownujac rownania [3] i [4], mozna napisaé
wz0r na wspotczynnik przepuszczalnosci btony dializatora:
_cV

S

K [5]
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IX. Obliczanie niepewnosci

Czgsto zdarza sie, ze jaka$ fizyczna wielkos¢ (F) jest obliczana na podstawie innych
wielkosci fizycznych (X1, X2 ... xn). Parametry X; moga by¢ mierzone bezposrednio albo tez
wyliczone. Zat6zmy, ze ich niepewnosci bezwzgledne oszacowane sg jako (AX1, AX2 ... AXn).

Niepewno$¢ bezwzgledna parametru F, oznaczona jako (4F), jest funkcjg parametrow
Xi oraz ich niepewnosci Axi. Ogoélny wzor pozwalajacy na obliczenie warto$ci niepewnoSci
wielkos$ci bedacej funkcjg innych wielkos$ci fizycznych jest nastgpujacy:

n

AF =3

i=1

—AX
OX;

[6]

GF‘

Wzor [6] wymaga umiej¢tnosci obliczenia pochodnej funkcji F. Jezeli weZmie si¢
jednak pod uwage pewne szczegélne, a czesto spotykane, przypadki mozna problem
wyznaczenia niepewnosci znacznie uproscic.

W praktyce prawie zawsze spotykamy si¢ z problemami, ktére mozna sprowadzi¢ do
dwoch prostych przypadkéw:
(1) F jest obliczane, jako suma, lub rdznica parametrow Xi. Mozna to zapisa¢ nastepujaco:

Kk n
F =X+ X ot X = Xis = Xp == Xy = D% — DX, [7]

1
i=1 i=k+1

Wtedy AF jest sumg niepewnosci poszczegdlnych Xi:
AF =3 A, [8]
i=1
(2) F jest obliczane, jako iloczyn, lub iloraz parametrow Xi:

X, - Xy e X, Hxi

F — lll' — i:l [9]
X K meen Xy HX'

Niepewno$¢ wzgledna F jest rowna sumie niepewnosci wzglednych parametrow Xi:

AF  &GIAX
—= Z — [10]
F =X
Z réwnania (10) fatwo mozna obliczy¢ niepewnos¢ bezwzgledna:
AF =YX [11]
i1 X
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X. Program Haemodialysis

Przygotowanie ukladu pomiarowego

Program Haemodialysis stosowany jest w pomiarach zmian st¢zenia roztworow W
¢wiczeniu ,,Sztuczna hemodializa”. Program odczytuje wyniki pomiaru stezenia 2z
konduktometru za posrednictwem portu szeregowego COMS. Po uruchomieniu komputera i
wlaczeniu  konduktometru oraz wybraniu wilasciwego portu komunikacja miedzy
urzadzeniami zachodzi automatycznie.

Fle Edt Operate Toos Window Hep

| Loss gl teCt

Foto P

0,941 o D " v 0 v D " o 0 v P T T T T p v T o T p T T oy
000 0,20 040 00 080 100 L2 1% L6 180 200 220 240 250 28 300 320 3% 360 33 400 420 490 460 480 509
Cras 5]

HRw (= o T =
1 " e e 2
O :I"‘ | onductometes
[

UWAGA! Wytaczenie pomiaru powoduje skasowanie

danych — nalezy je wezesniej zapisac!!!
L L
B 0@ 9 e w0 =

Rys. 6. Okno gtéwne programu Haemodialysis pokazane tuz po uruchomieniu programu.

Pomiary

Po dokonaniu wyboru portow biorgcych udziat w pomiarze (a zarazem podtaczenia do
nich urzadzenia) mozna uruchomié¢ akwizycje danych klawiszem Start/Stop. Ten sam klawisz
stuzy do zatrzymania pomiaru.

Program odczytuje stgzenia jonéw z krokiem czasowym zadanym w ustawieniach
konduktometru. Zmiany stezenia w czasie sg prezentowane w postaci wykresow.

Ostatnia zmierzona warto$¢ wyswietlana jest nad wykresem, w polu Concentration.
Czas trwania pomiaru mozna odczyta¢ na osi OX wykresu.

Zapis danych

Po zakonczeniu pomiaréw nalezy dane zapisa¢ (klawisz Save results), a dopiero
pozniej zatrzyma¢ pomiar (klawiszem Start/Stop). Wyniki zapisywane sa w plikach
tekstowych z rozszerzeniem DAT i mozna je importowa¢ i analizowa¢ w programie
Statistica.
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