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Inventia se refera la un procedeu termodinamic de congelare izocorica pulsatorie si
la un dispozitiv pentru realizarea acestuia, destinate conservarii materiilor biologice, in
special alimente.

Progresele realizate in tehnologiile destinate pastrarii alimentelor fac posibila
asigurarea hranei populatiei la nivel mondial. Racirea a fost folosita de secole pentru
pastrarea hranei si evitarea degradarii acesteia. Reducerea temperaturii are ca efect
incetinirea reactiilor chimice componente ale procesului de tip metabolism. Din acest motiv,
pastrarea alimentelor la temperaturi scazute conduce la reducerea dinamicii reactiilor
chimice cu efect destructiv si au totodata un rol inhibitor in dezvoltarea microorganismelor
si a altor elemente patogene.

Privit din acest punct de vedere, cel putin teoretic, scaderea temperaturii ar avea un
efect benefic asupra pastrarii alimentelor. Cu toate acestea, materiile biologice sunt formate
in mare parte din apa, iar scaderea temperaturii sub punctul de inghet al apei produce
schimbariimportante in constitutia fizica a alimentelor. Cristalele de gheata care se formeaza
atat in spatiul intracelular, cat si extracelular afecteaza textura alimentului decongelat, cu
repercusiuni negative asupra procesului de conservare.

Racirea alimentelor este un proces in care caldura este transferata de la suprafata
exterioara a produsului catre un mediu de racire.

Se cunoaste, din documentul "The thermodynamic principles of isochoric
cryopreservation”, o camera de crioconservare izocorica alcatuita dintr-un vas cu volum
constant, in care presiunea este monitorizata cu un manometru si, printr-un conector cu
supapa inchide-deschide circuitul, acestea sunt montate in partea de sus a capacului
superior. Vasul este umplut cu fluid, este sigilat si racit prin imersie in alt vas, intr-o baie cu
lichid cu temperatura constanta. Aceasta constructie permite controlul temperaturii sistemului
si masurarea presiunii in timpul congelarii izocorice intr-un sistem cu doua faze cu volum
constant. Temperatura baii este redusa si aceasta scade temperatura camerei izocorice.

Se mai cunoaste, din documentul CN 203519523 U, un dispozitiv cu baie de apa
pentru testarea punctului de Tnghet fiind alcatuit dintr-un vas care are un capac superior
izolant, doi pereti laterali dubli prevazuti cu cavitafi prin care circula azot lichid, un capac
inferior si un element de agitare magnetic rotativ in corpul vasului.

In procedeele clasice de inghet, initierea procesului incepe la suprafata exterioara
a produsului, aflat in contact cu mediul de racire, iar cristalizarea ghetii se propaga spre
interior. Fig. 1 prezinta schema de propagare a frontului de inghet intr-o placa supusa racirii
la exterior cu un mediu aflat la o temperatura inferioara temperaturii de inghef. Temperatura
schimbarii de faza este T, iar s(t) este suprafata de schimbare de faza care se propaga in
timp, de la suprafata exterioara a produsului spre interior. Inghetarea se realizeaza cand
To(K) { Tou(K).

Inghetarea substantelor biologice se petrece in urma unui proces complex de schimb
de caldura si masa. Pentru a conserva structura materiei biologice, procesul de inghet
intra-celular si extra-celular trebuie sa se petreaca cu o anumita viteza de racire
(Rubinsky 2003). La nivel microscopic, in cazul solutjilor, procesul de inghet se petrece sub
forma unor microcristale (asa cum este ilustrat in fig. 2). Mecanismul este bine descris pe
baza teoriei nucleatiei ghetii si a instabilitatii constitutionale (Rubinsky 1983, Coger et al.
1992).

In general, prin inghetarea rapida la viteze mari de racire, se obtin cristale de gheata
de dimensiuni reduse. Cu cat sunt mai mici cristalele de gheata, cu atat materiile biologice
se pastreaza mai bine din punct de vedere morfologic si cu atat mai buna este calitatea
produsului alimentar conservat prin frig (Stoecker 1998). Importanta inghetarii rapide in cazul
conservarii alimentelor a fost pentru prima data remarcata de catre inventatorul american
Clarence Birdseye, care a pus, in anul 1929, bazele procesului de inghetare rapida pentru
pastrarea alimentelor (Hilder 1930).
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Procedeul de inghetare rapida este cunoscut comercial sub numele de inghetare
criogenica sau inghetare prin imersare. Acesta este un procedeu prin care alimentele sunt
inghetate foarte rapid la temperaturi criogenice. Viteza de inghef influenteaza in mod direct
procesul de nucleatie si dimensiunea cristalelor de gheata. in inghetarea criogenica,
alimentele sunt imersate rapid intr-un agent criogenic, cum ar fi azot la -196°C sau un
amestec de gheata uscata (CO, solid) si etanol (Miller 1991). La scara industriala, acest
proces se realizeaza in congelatoare de dimensiuni mari, la temperaturi cu mult sub
temperatura de inghet. in mod ideal, alimentele ar trebui congelate de indata ce au fost
procesate, iar durata procesului sa fie de doar cateva ore. Dupa congelarea criogenica,
alimentele pot fi mutate intr-un congelator conventional, unde produsul biologic sa se
pastreze in stare solida, intr-un mediu a carui temperatura se afla in apropierea punctului de
inghet. In cazul congelérii criogenice, calitatea alimentelor este ridicata, dar procedeul este
scump, deoarece necesita echipamente care opereaza la temperaturi extrem de scazute.

In categoria sistemelor de congelare mult mai ieftine se incadreazi instalatiile de
“congelare mecanica”. Congelatoarele mecanice au fost, de altfel, primele sisteme folosite
in industria alimentara si sunt utilizate in marea majoritate a congelatoarelor si a lanturilor
de racire. Acestea functioneaza pe baza unui ciclu conventional cu comprimare mecanica
de vapori. Agentul frigorific, aflat la o temperatura inferioara temperaturii de congelare a
produsului, extrage caldura din produsul supus congelarii, direct sau prin intermediul unui
agent purtator de frig, intr-un schimbator de caldura cu rol de vaporizator. Aceasta caldura
este transportata la un nivel de temperatura superior temperaturii mediului ambiant i
transferata mediului ambiant. Ciclul se reia prin readucerea agentului frigorific de la
temperatura apropiata de cea a mediul ambiant, la temperatura scazuta de vaporizare, prin
laminare intr-un ventil de laminare. Congelatoarele clasice cu comprimare mecanica de
vapori functioneaza la temperaturi inferioare, dar apropiate de temperatura de inghef. Cu
toate ca sunt mai ieftine decat sistemele criogenice, acestea au dezavantajul ca nu pot
realiza o structura caracterizata prin cristale de gheata de dimensiuni reduse, in masa
produsului biologic supus conservarii prin frig.

Cutoate ca congelarea criogenica realizeaza o racire rapida si cristale de dimensiuni
reduse, apare un neajuns natural in ceea ce priveste rezultatul final al procesului de
congelare. Indiferent de mediul de racire utilizat, azot lichid sau gaz la temperaturi foarte
scazute, procesul de congelare se propaga de la suprafata exterioara, in contact cu agentul
de racire, spre interior (fig. 1). Din acest motiv, procesul de congelare este dependent de
capacitatea calorica a produsului supus congelarii. Datorita acestui fapt, nu se pot forma in
toata masa produsului, in mod uniform, cristale mici de gheata.

In cazul racirii criogenice, cristalele de gheata vor fi mici in zona din vecin&tatea
suprafetei exterioare, crescand ca dimensiune spre interior.

Un procedeu cunoscut de crioconservare (conservare in stare congelata) a celulelor,
este racirea rapida la temperaturi inferioare celei de Tnghet, a micropicaturilor care contin
aceste celule (Coger, Rubinsky et al. 1990, Arav, Ramsbottom et al. 1993).

Probabilitatea realizarii nucleatiei particulelor de gheata este in funciie de
temperaturé si volum. Tn volume mici, apa si solutiile pot deveni subracite, adica sunt in stare
lichida la temperaturi inferioare temperaturii de schimbare de faza (Hobbs 1974). De indata
ce a inceput formarea de cristale de gheata intr-un fluid subracit, viteza de extragere a
energiei termice devine foarte rapida si cristalele de gheata devin de dimensiuni foarte
reduse. Aceasta tehnica de congelare rapida este folosita pentru a realiza crioconservarea
celulelor Tn volume microscopice. Aceasta metoda poate fi folositd numai pentru picaturi
foarte fine de solutii curate, in care probabilitatea aparitiei unei nucleatji intdmplatoare este
mica, iar solutia poate deveni, din punct de vedere termodinamic, subracita.
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In cazul particular al alimentelor, volumele largi de solutii apoase nu pot fi subracite
datoritda numeroaselor puncte de nucleatie eterogena.

Inventia, care face obiectul prezentei cereri de brevet, prezinta un procedeu si un
dispozitiv de congelare izocorica pulsatorie a materiilor biologice care poate realiza cristale
mici de gheata in interiorul masei supuse acestui tratament, in toata masa, indiferent de
suprafata de contact cu agentul de racire. Principiul utilizat ia in considerare o combinatie
inovatoare a conceptelor din congelarea picaturilor subracite si a congelarii izocorice.

Un sistem izocoric este un sistem termodinamic aflat la volum constant. Conceptul
de congelare izocorica a fost descris in literatura de specialitate (Rubinsky, Perez si allii
2005. Szobota si Rubinsky 2006, Preciado si Rubinsky 2010). Principiul se bazeaza pe
diagrama de echilibru termodinamic al fazelor in cazul apei (fig. 3).

Fig. 3 arata ca apa si gheata | se gasesc in echilibru termodinamic de-a lungul liniei
de saturatie care se intinde de la presiunea de 0,1 MPa pana la aproximativ 200 MPa.
Punctul triplu dintre gheata |, gheata Ill si apa in stare lichida este la aproximativ -22°C si
200 MPa. Aceasta diagrama sugereaza ca, intr-un sistemizocoric care presupune rigiditatea
granitelor sale, pe masura aparitiei cristalelor de gheata ale caror volum este mai mare
(densitate mai mica) decat cel al apei din care s-au format, creste presiunea in tot sistemul
si se realizeaza starea de echilibru termodinamic al fazelor intre apa si gheata de-a lungul
liniei de saturatie prezentata in fig. 3.

Fig. 4a, 4b prezinta distributia procentuala a ghetii si apei intr-un astfel de sistem in
functie de temperatura (Rubinsky, Perez si altii 2005), pentru o solutie fiziologica salina.

Rezultatele analizei prezentate in fig. 4 sugereaza un model de pastrare a produselor
biologice in stare necongelata la temperaturi inferioare temperaturii de inghet corespun-
zatoare presiunii atmosferice. Modelul unui sistem de prezervare izocorica este aratat in
fig. 5.

Fig. 5 ilustreazd modul de operare a unui proces de prezervare izocorica. in prima
faza, se plaseaza materialul biologic in interiorul camerei izocorice. In continuare se initiaza
un sit de nucleatie. Pe masura ce recipientul este racit, odata cu scaderea temperaturii,
aparitia ghetii face sa creasca presiunea in camera izocorica. Procentul de gheata format
la temperatura de aproximativ -22°C (fig. 4) impune ca materialul biologic supus racirii sa
ocupe numai Vz din volumul camerei izocorice. In aceste conditii, materialul biologic rdmane
neinghetat, fiind in echilibru termodinamic cu gheata la temperaturi injur de -22°C. Aceasta
temperatura este suficient de redusa pentru a impiedica dezvoltarea microorganismelor in
timpul actiunii de pastrare pe termen lung. Avantajul suplimentar al procedurii este ca
materialul biologic supus pastrarii se gaseste in stare necongelata.

Se constata ca prezervarea izocorica prezinta dezavantaje din punct de vedere al
transportului; greutatea unui dispozitiv necesar atingerii presiunilor corespunzatoare tehnicii
de prezervare izocorica este foarte mare. Daca este posibila construirea unui astfel de
dispozitiv la locul de prelucrare, nu este economica solutia transportarii alimentelor procesate
in dispozitivul izocoric mentionat.

Procedeul de congelare izocorica pulsatorie, care face obiectul prezentei inventii,
rezolva aceasta problema tehnica.

Avantajele aplicarii inventiei comparativ cu metodele conventionale:

- spre deosebire de metodele conventionale, metoda de congelare izocorica
pulsatorie genereaza cristale mici de gheata in masa, in intregul volum al produsului
alimentar congelat, si de aceea calitatea produsului alimentar congelat este superioara si mai
uniforma in intregul volum;
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- procesul de congelare este mult mai economic din punct de vedere energetic,
deoarece are loc la temperatura negativa scazuta de depozitare (exemplu -20°C), si astfel
pierderea de energie utilizabila corespunzatoare racirii initiale la temperaturi criogenice,
urmata de o incalzire pana la temperatura negativa de depozitare, este eliminatg;

- sistemele frigorifice sunt mult mai ieftine, deoarece sunt cele folosite uzual pentru
asigurarea temperaturilor negative de depozitare, deci nu este nevoie de instalatii criogenice
scumpe.

Se da, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei, ilustrat prin fig. 1...10, care
reprezinta;

- fig. 1, schema propagarii de la exterior a frontului de inghet intr-un obiect tip placa;

- fig. 2, cristale de gheata sub forma unor degete, care se formeaza in timpul
solidificarii unidimensionale a unei solutii saline;

- fig. 3, diagrama echilibrului termodinamic al fazelor pentru ap3a;

-fig. 4a, procentul de gheata in functie de temperatura intr-un sistem izocoric, pentru
o solutie fiziologica salina;

-fig. 4b, procentul de gheata in functie de temperatura intr-un sistem izocoric, pentru
o solutie fiziologica salina cu 1 si 2 molaritate de glicerol;

- fig. 5, un proces de conservare izocorica fara inghetare;

-fig. 6, ciclul termodinamic al procedeului de congelare izocorica pulsatorie, conform
inventiei;

- fig. 7, schema unui dispozitiv pentru realizarea procedeului, conform inventiei;

- fig. 8, evolutia procedeului de nucleatie intr-o camera izocorica din alcatuirea
dispozitivului conform inventiei;

- fig. 9a, sectiune axiala prin dispozitivul pentru congelarea izocorica pulsatorie cu
sistem de racire pentru varianta de uz industrial, conform inventiei;

- fig. 9b, sectiune transversala prin dispozitivul de la fig. 9a;

- fig. 10, sectiune axiala prin dispozitivul pentru congelarea izocorica pulsatorie cu
sistem de racire pentru varianta de laborator, conform inventiei.

Ciclul termodinamic aferent procedeului de congelare izocorica pulsatorie, conform
inventiei, este prezentat in fig. 6. Ciclul incepe in starea 1, caracterizata in mod uzual de
presiunea si temperatura atmosferica. Primul proces al ciclului se desfasoara intre starile 1
si 2. Procesul este izocoric, fiind caracterizat prin extragerea caldurii din sistem, si urmareste
linia de echilibru termodinamic al fazelor lichida si solida ale solutiei apoase. Nu exista
interactiuni prin schimb de lucru mecanic intre sistem si mediul sau exterior; schimbul
energetic este caracterizat numai prin transfer de calduré spre exterior. In starea 2, sistemul
este pus in contact practic instantaneu cu mediul exterior de presiune scazuta. Tehnic, acest
lucru poate fi obtinut prin deschiderea unei supape care pune in legatura camera izocorica
cu mediul ambiant. Procesul 2-3, de destindere - practic instantanee - pastreaza
neschimbata temperatura lichidului din camera izocorica. Scurgerea de lichid din camera
izocorica poate fi considerata nesemnificativa.

Sistemul aflat in starea 3 se gaseste intr-o stare de dezechilibru termodinamic; este
lichid subracit sub temperatura de inghet si la presiunea atmosferica de 0,1 MPa. Din acest
motiv, cand Tncepe nucleatia, picaturile mici de apa in stare subracita se transforma in
cristale de gheata de dimensiuni reduse. Procesul de formare a cristalelor mici de gheata se
realizeaza uniform in intregul volum si se desfasoara la presiunea atmosferica, atingandu-se
in final starea de echilibru termodinamic. in starea 3 are loc un proces de nucleatie rapida.
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Transformarea 3-1 este un proces de inchidere a ciclului, realizat prin cresterea
temperaturii la presiune constanta prin aport intern de caldura de la punctele de nucleatie
spre mediul subracit. Solutia subracita absoarbe energia termica latenta eliberata in procesul
de inghetare initiat in punctele de nucleatie, eterogen raspandite in volum si la diferite
temperaturi. Pe masura ce se degaja caldura latenta de inghet, temperatura solutiei
subracite creste, iar procesul de cristalizare continua la temperaturi mai mari, in mod uniform
in tot volumul subracit. Are loc formarea de cristale mici de gheata uniform raspandite in
volumul subracit, proces observat si in cazul inghetarii rapide a micropicaturilor subracite
(Coger, Rubinsky et al. 1990, Arav, Romsbottom et al. 1993). Cristalizarea este
independenta de marimea volumului de prezervare. Transformarea descrisa reprezinta
elementul de baza al ciclului de congelare izocorica pulsatorie.

Procesul de inghetare ciclica poate fi reluat pana la realizarea congelarii complete.
O alternativa este realizarea cristalizarii fine in spatiul intracelular si extracelular al
materialului biologic pe baza unui singur puls izocoric si continuarea procesului de congelare
intr-un sistem conventional prin extragerea caldurii de la suprafata produsului.

Analizand ciclul in ansamblu, se observa ca sistemul nu schimba lucru mecanic cu
exteriorul. Schimbul de lucru mecanic cu exteriorul va caracteriza sistemul largit, compus din
sistemul de inghetare izocorica pulsatorie si sistemul de racire al vasuluiizocoric. Procedeul
de inghetare izocorica pulsatorie se caracterizeaza in principal prin transferul de caldura cu
exteriorul intre starile 1 si 2. Din starea 2, prin deschiderea sistemului izocoric spre mediul
ambiant, se creeaza conditiile de nucleatie intracelulara in produsul supus prezervarii la
temperaturi scazute.

Conform inventiei, procedeul poate fi realizat cu ajutorul unui dispozitiv care sa
optimizeze ciclul de congelare izocorica pulsatorie prin maximizarea procesului de nucleatie
intracelulara in regiunea din cameraizocorica ramasa neinghetata. Fig. 7 prezinta schematic
acest dispozitiv.

Fig .7 prezinta schema unui exemplu de realizare a dispozitivului de aplicare a
procedeului de congelare izocorica pulsatorie, conform inventiei.

Dispozitivul cuprinde o camera izocorica 1, proiectata sa reziste la presiunile impuse
de procedeul izocoric. Camera izocorica are un capac superior 2 prevazut cu o supapa 3
care permite instantaneu egalizarea presiunii din vas cu cea din mediul ambiant. Aceasta
poate fi, de exemplu, o supapa simpla inchis/deschis, actionata electromagnetic.

Camera izocorica 1 este prevazuta cu un sistem de racire 4.

Elementele de control al temperaturii din camera izocorica pot fi uniform distribuite
sau pot fi amplasate mai multe seturi individuale, care sa urmareasca evolutia temperaturii
pe zone ale vasului izocoric. Intreg ansamblul poate fi prevazut cu supape de sigurantd
pentru presiune sau supape care sa monitorizeze presiunea.

Spatiul volumului izocoric (conform fig. 8) poate fi separat in doua parti, cea
inferioara, in care se formeaza gheata prin nucleatia substantei de suport, si cea superioara,
care confine materialul biologic supus prezervarii. Separarea dintre cele doua spatii permite
egalizarea potentialelor Helmholtz, realizand echilibrul termodinamic in solutia din cele doua
incaperi, inhiband Tnsa nucleatia ghetii in camera superioara. Acest lucru se poate realiza
daca se foloseste ca perete despartitor un mediu poros.

Intr-un procedeu de rutin&, materialul biologic este introdus in partea superioara a
camerei izocorice (umplute cu solutie suport) la presiunea atmosferica si la o temperatura
superioara temperaturii de congelare. Camera este inchisa si sistemul este racit in conditii
izocorice. Latemperatura/presiunea dorita, camera este deschisa spre un spatiu de presiune
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mai scazutd, de preferintd presiunea atmosferica. In materialul biologic are loc nucleatia
ghetii. Procesul ciclic ar putea continua sau continutul biologic ar putea fi racit la presiunea
atmosferica pana la alte temperaturi, chiar criogenice, cu avantajul ca materialul biologic are,
in acest moment, nuclee de gheata uniform distribuite in intregul sau volum. Pentru pastrare,
materialul biologic se scoate din camera izocorica si se depoziteaza la temperatura dorita,
de exemplu -10°C. Tn acelasi mod se procedeaza in cazul congeldrii rapide prin imersare
intr-un lichid criogenie; in acest din urma caz, materialul biologic racit prin imersare este
depozitat la o temperaturé conventionala in jur de -10°C. In raport cu congelarea prin
imersare, in cazul congelarii izocorice pulsatorii, temperaturile cerute sunt de domeniul
frigului Tnaintat, dar nu criogenice, iar nucleatia cristalelor de gheata sunt uniform distribuite
in intregul volum al materialului biologic supus congelarii.

Sistemul de racire al camerei izocorice poate fi conceput in mai multe variante in
functie de scopul urmarit: 1) varianta prototip pentru uz industrial, sau 2) varianta pentru
experimentari de laborator.

Varianta 1 (fig. 9)

Camera izocorica 1 se introduce intr-un vas exterior 5 umplut cu o solutie
acumulatoare de frig 6, care poate fi o solutie de apa-etilenglicol. Vasul exterior este bine
izolat termic fatd de mediul ambiant. Tn spatiul dintre cele doua vase 1 si 5, in solutia
acumulatoare de frig, se monteaza un vaporizator al unei instalatii frigorifice 4. Solutia
acumulatoare de frig este prevazuta cu un agitator 7. Viteza de racire a cilindrului izocoric
va fi reglata prin variatia vitezei agitatorului si prin modificarea temperaturii de vaporizare a
agentului frigorific cu ajutorul unui ventil de laminare reglabil electronic 8.

Varianta 2 (fig. 10)

Vasul exterior 5 in care se gaseste camera izocorica 1 supusa racirii se umple cu o
solutie acumulatoare de frig 6 cu temperatura de inghet inferioara temperaturii minime de
racire a produsului biologic. In solutia acumulatoare de frig se imerseaz& un agitator 9.
Agitatorul este prevazut cu palete 10 detasabile, care au un spatiu interior umplut cu o solutie
cu punct de inghet (dezghet) egal cu temperatura minima de racire a produsului biologic 11.
Atat paletele, cat si solutia acumulatoare de frig in care se imerseaza, se {in la congelator
la 0 temperaturd mai mica decat temperatura minimé de racire a produsului biologic. n final,
solutia care se toarna in vasul (in care se imerseaza camera izocorica) are temperatura
inferioara temperaturii minime de racire a produsului biologic, iar paletele agitatorului au in
interior solutia in stare de gheata subracita. Echilibrul se va considera cand sistemul are
temperatura minima de racire a produsului biologic, iar solutia (inghetatd) din paletele
agitatorului este la temperatura minima de racire a produsului biologic si incepe sa se
dezghete. In perioada de timp in care se produce dezghetarea completd a solutiei
acumulatoare de frig aflata in paletele agitatorului, temperatura la suprafata exterioara a
vasului izocoric ramane constanta si egala cu temperatura minima de racire a produsului
biologic. Viteza de racire a vasului izocoric se poate regla din viteza de rotatie a agitatorului
si din nivelul de solutie acumulatoare de frig in care este imersata camera izocorica. Pentru
completare, se poate mentine solutie acumulatoare de frig intr-un vas Dewar la temperatura
minima de racire a produsului biologic.
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Revendicari

1. Dispozitiv de congelare izocorica pulsatorie alcatuit dintr-o camera izocorica (1)
cu un perete despartitor (14) avand un capac superior prevazut cu o supapa (3) care
comunica cu mediul ambiant, imersata intr-un vas exterior (5), caracterizat prin aceea ca
vasul exterior (5) este prevazut cu un agitator (9) cu palete cu pereti dubli (10), in interiorul
carora se afla o solutie acumulatoare de frig (11).

2. Dispozitiv conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca respectiva camera
izocorica (1) este alcatuita dintr-un corp cu peretele gros in construciie fretata, cu o camasa
interioara de protectie, rezistent la presiunea de operare a camerei izocorice (1), care are
un capac prevazut cu un conector (12) si un manometru (13).
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