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2 OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto es la fabricacion de soportes celulares basados
en acido polilactico para aplicaciones de ingenieria tisular para la regeneracion
muscular, y la posterior caracterizacion de sus propiedades fisico-quimicas para
realizar un anadlisis cualitativo de la influencia de varios parametros en el desempefio
final del soporte.

Para conseguir el objetivo principal, el presente TFG se ha estructurado en objetivos
parciales que, en conjuncion, dotan al proyecto de un rango de alcance mas amplio:

* Eleccion de la metodologia mas adecuada para la preparacion de soportes
celulares porosos.

* Disefio de un elemento para la fabricacién de soportes con porosidades
unidireccionales.

e (aracterizacion morfolégica de los soportes a través de las imagenes
obtenidas con un microscopio electrénico de emisién de campo.

* (aracterizacion densiométrica y porosa de los soportes, mediante el principio
de Arquimedes.

* (aracterizacion termografica del material mediante termogravimetria.

e (Caracterizacion cuantitativa de cristalinidad mediante calorimetria diferencial
de barrido.

* (Caracterizacion de propiedades mecanicas mediante ensayos a compresion.



3 MOTIVACION

La gran motivacion para la realizacion de este proyecto ha sido la elaboracién del
Trabajo de Fin de Grado para la obtencidn del titulo de Ingeniero Mecanico otorgado
por la Escuela Técnica Superior de Ingenieria del Disefio.

La eleccion de la tematica vino dada por las ganas de aprender de nuevos campos de
la ingenieria con los que poder complementar los conocimientos adquiridos durante
la carrera. Asi, gracias a esta oportunidad, he podido aplicarme en un nuevo area de
trabajo que me permitira ampliar mis competencias a nivel profesional en un futuro,
ya que los temas tratados distan en cierta medida de lo que se presupone que debe
conocer un ingeniero mecanico.

Mi interés por este diferente campo de estudio viene motivado por una gran
curiosidad respecto al mundo de la biologia y la quimica y la unién de éstas con la
ingenieria. La regeneracion de tejidos es algo que siempre me ha parecido fascinante,
por lo que poder aportar mi granito de arena y aprender de esta nueva técnica era
una oportunidad que no podia dejar pasar.



4 INTRODUCCION

4.1 INGENIERIA TISULAR

El avance constante en el campo de la medicina nos ha permitido curar
enfermedades y reparar dafos que hacia unos afos se creian irreparables. La
ingenieria de tejidos es uno de los campos que mas ha evolucionado gracias a
tecnologias y materiales que se superan a si mismas constantemente. Ahora somos
capaces de reemplazar tejidos humanos dafiados con tejidos fabricados en un
laboratorio obteniendo un resultado practicamente igual al original. Esto nos
permite evitar muchos de los inconvenientes que se presentaban antes con los
implantes de tejidos, como disponibilidad limitada del tejido, la pérdida de gran
parte del mismo, dolores en el sitio de extraccion, pérdida de cualidades, etc. [1] Para
poder hacer todo esto, la ingenieria de tejidos se basa en el uso de biomateriales
biodegradables que, junto con otras caracteristicas bioactivas hacen que se puedan
cultivar e implantar los tejidos nuevos con éxito. Por ello, se define a la ingenieria
tisular como el area cientifica interdisciplinaria (Figura 1) en la que cientificos de
varias areas (molecular, celular, bioldgica) trabajan conjuntamente con ingenieros y
cuyo fundamento esencial es el uso de células vivas, manipulaciéon del entorno
extracelular, creacién de sustitutos bioldgicos y su consecuente implantacion en el
cuerpo. Con ello se quiere reparar reemplazar, mantener o mejorar la funcion
particular de un 6rgano o tejido. [2]

Biomateriales I Cooperacion

Ingenieria tisular multidisciplinaria

BIOLOGIA
CELULARY
MOLECULAR

MEDICINA \ BIOQUIMICA * FisICA
CLIN - MATEMATICAS
DISENO

MECANICA

Figura 1 Algunas areas de conocimiento que intervienen en el proceso de
creacion de biomateriales para ingenieria tisular



Es por todo esto que se considera que en medicina regenerativa, la ingenieria de
tejidos ofrece grandes posibilidades para desarrollar elementos que puedan ser
totalmente compatibles con el cuerpo y con su avance se abren muchas puertas para
mejorar los tratamientos e incluso curar algunas enfermedades y condiciones como
defectos de nacimiento, desordenes musculo-esqueléticos, el Alzheimer, el
Parkinson, la diabetes, lesiones de la médula espinal, enfermedades cardiacas, etc. [3]

Y no tnicamente en medicina regenerativa, también en medicina de investigacion, el
poder recrear 6rganos y tejidos con un grado de exactitud muy alto permitiria hacer
ensayos sobre éstos y obtener resultados éptimos (probablemente incluso mejores
que muchos de los que se obtendrian sin los tejidos creados en el laboratorio) sin
tanto coste y sin tener que recurrir en muchos casos a la experimentaciéon con
animales.

Ala hora de desarrollar los nuevos tejidos, la ingenieria tisular emula las condiciones
de crecimiento que se darian en condiciones normales. Para ello, las células necesitan
crecer alrededor de una matriz extracelular o soporte. Dicha matriz tiene que tener
las caracteristicas adecuadas para un buen desarrollo de las células, evitando
respuestas inmunolodgicas (como inflamacién y/o rechazo) y con un disefio que se
adecue a las caracteristicas necesarias para el desarrollo y diferenciacion celular. Es
por ello, pues, que la matriz tiene que cumplir con unas caracteristicas materiales y
estructurales especificas para el tipo de tejido que se desee cultivar. [4]

4.2 BIOMATERIALES

Un biomaterial se considera todo aquel producto que se utiliza para imitar el trabajo
de los tejidos vivos en un sistema bioldgico, siendo dicha reproduccién de las
funciones del tejido segura, mecanicamente funcional y que fisiolégicamente
aceptable. Los biomateriales pueden ser implantados en el sistema biologico de
manera temporal o permanente y son utilizados para mejorar o reparar algun dafio o
defecto e incluso, en algunos casos, regenerar el tejido que se encontraba en esa
zona. [5]

Los biomateriales también se caracterizan por proceder de diversos y muy distintos
origenes. Por ello, se pueden encontrar metales, ceramicas, vidrios, polimeros
(sintéticos y naturales), tejidos bioldgicos que han sido modificados, etc. Como es
comprensible, no todos los materiales se utilizan en todo su rango de aplicacion, por
lo que también existe una gran diversidad de ellos segun su funcionalidad.

Para que un biomaterial pueda ser aprobado para su uso, se tiene que cumplir que
sea biocompatible, que significa que el material tiene que ser aceptado por el
receptor, sin producir ningin tipo de mecanismo de rechazo en éste hacia el
biomaterial; también tiene que cumplirse que no sea ni cancerigeno ni téxico para el
organismo receptor; asi como ser estable quimicamente o biodegradable
(obviamente, en ningln tipo de producto que sea téxico), segin sea un biomaterial
disefiado para que se degrade o permanezca; también las caracteristicas
superficiales, las propiedades mecanicas y la resistencia, el peso y el tiempo que
soporta sometido a fatiga, tienen que ser adecuados para la funcién que va a
desempeifiar el biomaterial; por ultimo, el disefio de su estructura, sus dimensiones y
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la forma que se le confiera deben adaptarse al objetivo que tienen dentro del
organismo receptor (Figura 2).

Importante es también, aunque en menor medida, que el biomaterial pueda ser
accesible, con un precio no muy elevado y con un proceso de fabricacion facilmente
fabricable asi como procesable para facilitar una produccion a gran escala. [4]

COMPONENTE CELULAR P P
| ) '|\| I() 'N
% % 2 A /) l‘\ ,:" I\ \
. —a /
& ; A SR _>:'"/: ]\\ —>’//\ \l\-’
—— 1 ) et (8| 1 e
BAW. \ | \
SOPORTE MATERIAL BIOMATERIAL L “_;? 1/ .;_g'
- ‘l} I\ "I ‘n
o o § | H oA
¢ ‘(r;.. & v J U J b
e v o
PACIENTE PACIENTE
ADITIVOS ACTIVOS ENFERMO SANO

REGENERACION TISULAR

Figura 2 Elementos que componen los biomateriales

4.3 SOPORTES CELULARES POROSOS (SCAFFOLDS)

Un scaffold (palabra inglesa que en castellano se traduce como andamio) es un
soporte poroso utilizado para el cultivo celular en el marco de la ingenieria de
tejidos. Para el crecimiento celular dptimo, se necesitan estructuras tridimensionales
que sean porosas y que proporcionen un microambiente biomimético para el
desarrollo de las células. Los scaffolds son utilizados como estructura o matriz
extracelular al que se adhieren los elementos biolégicos para facilitar su crecimiento.
Se les suelen afadir aditivos para mejorar la adhesion y adecuacién de las células al
andamiaje.

Los scaffolds pueden crearse para ensayos in vitro o incluso implantarse dentro del
organismo en el que se quiere inducir la regeneracion del tejido dafiado.

Para determinar cémo tienen que ser y como se tienen que comportar los
andamiajes, tenemos que recurrir a la definiciéon anterior de biomateriales, ya que el
scaffold es una parte de la triada que forman los biomateriales (las células, el scaffold
y los aditivos (moléculas bioactivas o factores de crecimiento)). Por tanto, los
scaffolds tienen que estar hechos con un material biocompatible, que sea
biodegradable, con unas propiedades mecanicas adecuadas para la funcion que se le
va a dar y con una arquitectura del andamiaje eficiente para tanto el uso que de él se
requiere como para el ambiente en el que va a trabajar. [6]



4.4 ACIDO  POLI-L-LACTICO COMO  BIOMATERIAL PARA
SCAFFOLDS

Pese a que se han utilizado muchos tipos de materiales como biomateriales, no todos
ofrecen las mismas ventajas. Por ejemplo, pese a que los metales suelen tener unas
propiedades mecanicas superiores, su poca biodegradabilidad los limita a la hora de
utilizarse como scaffolds. También es el caso de los materiales ceramicos, que son
dificilmente procesables para llegar a ser lo suficientemente porosos como para
formar eficientes soportes para el crecimiento celular. Los polimeros, sin embargo,
ofrecen una alta flexibilidad a la hora de disefiar los scaffolds, ya que su composicion
y estructura se pueden disefar para adaptarse a los requerimientos especificos que
se tengan. También, encontramos polimeros degradables como algunos poliésteres
(acido poliglicolico(PGA), acido polilactico (PLA)) y sus copolimeros (acido poli-L-
lactico (PLLA), acido lactico-co-glicolico, (PLGA)). Estos polimeros son de los pocos
sintéticos que han sido aprobados por la FDA (Food and Drug Administration;
Agencia de Alimentos y Medicamentos) para aplicaciones clinicas en personas.

No obstante, no todo son ventajas con dichos los polimeros y copolimeros, ya que en
muchos casos presentan un caracter hidrofébico, no tienen grupos funcionales (que
limitan la adhesion celular, ya que son biolégicamente inertes) y poseen una lenta
degradacidn hidrolitica.

El acido poli-L-lactico, o PLLA, tiene todas las caracteristicas de los polimeros antes
mencionados, por lo que es un polimero altamente atractivo para la creacién de
soportes celulares, ya que es bioreabsorbible y biocompatible en el cuerpo humano.
También tiene una buena resistencia mecanica, procesa bien el calor y es soluble en
solventes organicos. Se diferencia de la otra molécula quiral, que forma el PDLA,
simplemente en la variacion de propiedades termodinamicas y mecanicas. [7]

Se trata, en resumen, de un material altamente eficaz en el campo de la ingenieria
tisular que ofrece un microambiente adecuado para el cultivo y proliferacion de
células gracias a todas sus propiedades fisicas y quimicas. Su uso cada vez es mas
extendido, gracias a numerosas investigaciones que se estan llevando a cabo para
probar sus capacidades y que estan resultando muy favorables en general.

4.5 LIOFILIZACION

La sintetizacion de los scaffolds se produce mediante varias técnicas, como por
ejemplo la extraccion en frio, el electrospinning, la impresion 3D, la liofilizacidn, etc.

En el caso del PLLA, y para el este proyecto, se quiso experimentar con las técnicas
tanto de extraccion en frio (conseguida mediante lavados) como de freeze-drying
(conseguida mediante la separacion de fases en la liofilizacion). Por el tipo de
resultados requeridos, la liofilizacién sera la técnica principal de obtencion de los
andamiajes para este caso.
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Se llama liofilizacion al proceso de secado en frio que se utiliza tanto para conservar
materiales biologicos, como para deshidratar alimentos, para obtener ciertas
caracteristicas estructurales con los solutos de algunas disoluciones, y otras muchas
aplicaciones mas en distintos campos.

La liofilizacién consiste en desecar un producto que ha sido congelado previamente
forzando la sublimacion del solvente congelado en condiciones de vacio. Esto se logra
al estar en una temperatura inferior a la del punto triple del material a sublimar y
bajando después mucho la presion. Se consigue asi pasar de estado sé6lido a gas sin
pasar por la fase liquida, como se observa en la Figura 3. El resultado es una masa
seca y porosa, que tiene un tamafio similar al que tenia antes de ser liofilizada y
menor peso.

Presion

Fase salida quic
_ Liquido Fluido supercritico
compresible

Presin critica

Per Punto critico
. Fase

Iqquida
p, Funtotd ple; Vapor sobreailentado
Fase gaseosa
Temperaura
critica
T‘I‘ Tn T

>

Temperatura

Figura 3 Diagrama de fases. La sublimacidn se consigue a temperaturas
inferiores a la del Punto triple, bajando la presion hasta el cambio de fase.

El proceso de liofilizacion se lleva a cabo en tres etapas principales:

1. Congelacion. Para obtener una la fase so6lida del reactivo que se quiere
sublimar, se tiene que congelar primero. Es de destacar el hecho que, por las
caracteristicas del proyecto, se necesita que se produzcan cristales pequenos
(obtenidos con una congelacion muy rapida), y esto facilita el proceso de
liofilizacion.

2. Sublimaciéon o desecacion primaria. En esta etapa, casi todo el disolvente
pasa a vapor. Se baja la presion hasta el punto en que la fase sélida pase
directamente a fase gaseosa. El producto de esta sublimaciéon es después
condensado en un condensador que esta fuera de la zona de bandejas donde
se encuentran las muestras liofilizadas.

3. Desorcion o desecacion secundaria. Cuando ya no queda hielo, se mantiene
el liofilizador a la misma presion pero se aumenta la temperatura hasta que
esta esté cerca de la temperatura ambiente. Asi, se consigue eliminar los
ultimos restos de vapor, evaporando todo el disolvente no congelado ligado al
producto. [8]
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4.6 FORMACION DE POROS

La formacion de microporos en los scaffolds se da en el proceso de congelacion del
material con el que se quieren formar, contenido en una disolucion.

Cuando una disolucién es congelada, se forman cristales de solvente, que crecen y
desplazan a las moléculas del soluto. Dado que se da el hecho de que las impurezas
(el soluto) tienen una solubilidad muy baja en los cristales helados, se obtiene un
gradiente de concentracion del soluto y se crea un aumento de la concentracion justo
alrededor del frente de hielo. Este fendmeno se denomina la inestabilidad de Mullins-
Sekerka, que establece que una estructura de hielo primaria depende de la
desestabilizacion del gradiente de concentracion interfacial del soluto y de la energia
superficial que se opone a la formacidn del cristal. La Ecuacién 1 permite predecir el
espaciado entre los poros, obtenida gracias a un analisis de estabilidad linear para el
ritmo de crecimiento de una perturbacién (8) en la interfaz planar, de magnitud &
como funcion de la inestabilidad:

1
. 2 3
§ = w* v + l(i) + wzl Ecuacién 1

Donde w* es la frecuencia, V es la velocidad de crecimiento y D es el coeficiente de
difusién. Para una particula que se mueve muy cerca del frente de hielo, se produce
una fuerza de repulsion entre la fase congelada y la particula (que por simplificacion
se considera esférica), que se deriva como se observa en la Ecuacion 2:

n

a
F, = 2nRAo (FO) Ecuacién 2

donde R es el radio de la particula, Ao es el equilibrio de las fuerzas superficiales en
la frontera hielo/solucion/particula, a, es la distancia intermolecular media, d es la
distancia entre particula y frente de hielo, n es un parametro con un valor que varia

n
7 7 a sz
en un rango de 1 a 4. Nétese que el parametro (—d") es una correccion de la fuerza de
disjuncion de la particula.

La fuerza de arrastre de atraccion se deriva para el caso de interfaz plana, como se ve
en la Ecuacion 3:

6mnuR?
1T 4

Ecuacion 3

donde 1 es la viscosidad de la suspension del liquido y v es la velocidad de
crecimiento del hielo.
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El equilibrio de fuerzas resulta en una velocidad critica de crecimiento de cristales de
hielo (Ecuacién 4), a la que las particulas, tedricamente, son rechazadas y
encapsuladas por el hielo:

Ecuacion 4

Aod (ao)"
¢ 3nR\d

A estos datos se le afiade que, a una temperatura mas baja de congelacion, mas
nucleos de cristalizacidn se crean y por tanto mas cristales mas pequefios aparecen,
que se traduce en poros de menor didmetro medio que para congelaciones a
temperaturas mas altas. [9]

4.7 DIRECCIONALIDAD DE POROS

El objeto fundamental de este proyecto es obtener scaffolds, generando un soporte
macroporoso que servird de matriz extracelular para células musculares.

Los musculos son tejidos blandos que permiten mover ciertas partes del cuerpo con
su extension o contraccidn. Existen tres tipos de tejidos musculares: el estriado o
esquelético, el liso y el cardiaco. Una caracteristica comun de estos es la forma en la
que se organizan las células para formar los tejidos, creando “filamentos” con varios
nucleos celulares, tal y como se puede ver en la Figura 4.

L — —
— = st
B i —
|, 2 s - — o -
S -
-

-

«;@' -

S

Figura 4 Tejido muscular liso visto en un microscopio

Por esta razon, los poros que se requieren para la regeneracién del tejido muscular
son poros alineados, de manera y forma que se pueda obtener una base perfecta para
la proliferacién de tejidos musculares.

Para ello, es importante tanto la velocidad de congelacion, como la direccionalidad de
la misma y la creacién de un gradiente de temperaturas en la direccién deseada de
crecimiento de los cristales. También son clave tanto la concentracion del polimero
en la disolucién como la cantidad de agua que se afiada a la misma (el agua puede
influenciar en la interconectividad de los poros alineados). [10]
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5 PREPARACION DE SCAFFOLDS Y TECNICAS DE
CARACTERIZACION

Los materiales, métodos y técnicas de caracterizacién empleados se describen a
continuacidn, teniendo en cuenta las caracteristicas que los hacen adecuados para el
objetivo que desempeiian en el proyecto.

5.1 MATERIALES

5.1.1 Nitrdgeno liquido

En condiciones normales, se trata de un gas diatdémico que forma alrededor de un
78% de la atmdsfera terrestre.

Es inodoro e incoloro, y no es téxico en su estado natural. No obstante, exponerse a
altas cantidades de N podria provocar asfixia ya que es un gas inerte y desplaza el
oxigeno.

Hay varios métodos de obtencidn para el nitréogeno, pero industrialmente el mas
comun es destilarlo del aire liquido.

Se utiliza en diferentes campos, ya sea como refrigerante de bajo coste en el campo
de la Criogenia, crioconservacion de muestras en Ciencias Bioldgicas, como
refrigerante y como agente que cambia las propiedades fisicas de los materiales en la
industria, etc. [11]

En la aplicacién que se le ha dado en este proyecto, el nitrogeno se encontraba en
estado liquido, estado que alcanza al estar a igual o menor temperatura que su punto
de ebullicién, -195,8 2C (a 1 atm), lo que ha permitido alcanzar temperaturas de
congelacion muy bajas, que es 6ptimo para la rapida formaciéon de cristales en las
disoluciones.

A continuacién se presentan en la Tabla 1 algunas de sus propiedades de principal
interés:

Tabla 1 Propiedades del nitrégeno

Nitrégeno
N2
Temperatura de ebullicion (a 1 atm) -195,8
Temperatura de transicion vitrea (Tg) 60 - 65 °C
Solubilidad en agua (1 atm; 02C) 0,02348 vol/vol
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5.1.2 Acido Poli-L-Lactico (PLLA)

En el proyecto, se ha utilizado un PLLA semi-cristalino para los scaffolds,
disolviéndolo en distintas concentraciones con dioxano.

Inicialmente, para obtener PLLA necesitaremos acido lactico, que se obtiene
mediante la fermentacion de recursos renovables como el maiz, la remolacha, el trigo
y otros productos con abundancia de almidon. [12] Este polimero ha recibido mucha
atencion recientemente debido a que es biodegradable y por ello de gran utilidad en
aplicaciones médicas.

Puesto que el acido lactico es una molécula quiral, existe en dos formas, PDLA y
PLLA. Es conocido que las propiedades del PLA son altamente influenciadas por el
ratio estereo-isomérico L/D, tanto térmica como mecanicamente. De hecho, la
configuracion con el isomero L es metabolizada por el organismo humano, a
diferencia de la configuracion con el isomero D. Mezclando la composicién se
obtienen diferentes niveles de cristalinidad y gracias a eso se puede jugar con su
biodegradabilidad.[13]

El PLLA, en consecuencia, es el compuesto que obtenemos tras la polimerizacién del
acido L-lactico. Como ya se ha comentado antes, es un polimero semi-cristalino, con
una cristalinidad de alrededor del 37%, termoplastico (similar al polietileno y el
polipropileno en algunas de sus propiedades) y totalmente biodegradable. También
tiene un elevado moédulo de Young (de 2.7 a 16 GPa), por lo que es compatible con
aplicaciones en las que se soportan esfuerzos importantes. En cuanto al tiempo que
tarda en degradarse, puede estar comprendido entre unas pocas semanas y unos
afios, segiin qué tipo de radicales posean sus cadenas y las formulaciones. [14]

Se utiliza en un amplio numero de aplicaciones dada su alta versatilidad y las
caracteristicas que ofrece. Asi podemos encontrarlo tanto en aplicaciones de
ingenierfa tisular (como el caso de este proyecto), como en aplicaciones
farmaceuticas, prostéticas, en el sector alimentario, etc.

A continuacidn se presentan en la Tabla 2 algunas de sus propiedades de principal
interés:

Tabla 2 Propiedades del PLLA

Acido Poli-L-Lactico (PLLA)

(C3H402)n H"~C/CH3
H1+0 - ™cCo -OH
Temperatura de fusiéon (a 1 atm) 175-1782C
Densidad atomica 14,0067 g/mol

Cloroformo, Dioxano, Dicloretano,
Soluble en Heptano, DMF, Isopropanol, MIBK,
Octanol, THF, Tolueno
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5.1.3 Dioxano

El 1,4-dioxano en condiciones normales es un liquido incoloro y volatil que se
disuelve facilmente en agua.

Se puede obtener o por deshidratacion inter o intramolecular o respectivamente
dehidrocloracion de glicol, diglicol o sus productos clorados de sustituciéon o por
dimerizacion de 6xido de etileno. [15]

Sus aplicaciones mas frecuentes son como solvente en la fabricaciéon de productos
quimicos y como reactivo en el laboratorio. Sus propiedades como solvente lo hacen
adecuado para otros muchos usos. [16]

En el caso de este proyecto, se ha utilizado como disolvente para el acido poli-L-
lactico, debido a que algunas de sus caracteristicas, como por ejemplo su
temperatura de congelacidon, eran mas adecuadas que las de otros disolventes del
PLLA para el uso que se le iba a dar.

A continuacidn se presentan en la Tabla 3 algunas de sus propiedades de principal
interés:

Tabla 3 Propiedades del Dioxano

Dioxano
C4H802
Temperatura de fusiéon (a 1 atm) 11,8 ¢C
Peso molecular 88,11 g/mol
Densidad 1,03 g/cm3

5.1.4 Cloruro de sodio

El cloruro de sodio, o sal comun, es un compuesto quimico cristalino, inodoro, de
sabor salado y muy soluble en agua.

Se obtiene mediante dos procesos principalmente, que son la evaporaciéon de una
salmuera y con la pulverizacién de minerales que lo contengan.
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La sal comun tiene un amplio espectro de aplicaciones, como puedan ser en el campo
de la alimentacidn, en la fabricacion de plasticos, en la produccién de hormigén, en
productos para piscinas, para el deshielo de carreteras, etc.

En el caso concreto de este proyecto, el cloruro de sodio se ha utilizado para analizar
como afecta a las condiciones de sintetizacion del scaffold la introduccién de una sal,
con vista a utilizar los resultados de guia para poder estudiar el comportamiento
celular utilizando soportes con liberacion controlada de iones bioactivos (a partir de
la sal introducida) en el medio de cultivo.

A continuacién se presentan en la Tabla 4 algunas de sus propiedades de principal
interés:

Tabla 4 Propiedades del cloruro de sodio

Cloruro de sodio

aci WA

—

o
Densidad 2,16 g/cm3
Peso molecular 54,4 g/mol
Solubilidad en agua 36,9 g NaCl por 100 mL H20

5.1.5 Agua

El agua es un compuesto quimico inorganico, inodoro, incompresible, incoloro e
insipido que es fundamental para casi todas las funciones de nuestro organismo y
ademas es el componente mas abundante del mismo. [17]

Las moléculas de agua estan formadas por dos atomos de hidrégeno y uno de
oxigeno que se unen por enlaces covalentes, creando asi una molécula altamente
estable. Tiene una geometria angular, debido a que el oxigeno es muy electronegativo
y atrae hacia si a los electrones de los enlaces covalentes, creando asi una polaridad
que hace que se pueda unir con facilidad a otras sustancias polares. Entre moléculas
de agua, se crean uniones por puente de hidrégeno , muy importantes para la vida y
para otorgar el amplio rango de propiedades fisico quimicas del agua.
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El agua tiene unas importantisimas capacidades como solvente, termorregulador,
elemento estructural, etc. Que hacen que sea indispensable en casi todo tipo de
medio. En la naturaleza, se puede presentar tanto en estado sélido (hielo o nieve),
como liquido (estado al que hace referencia generalmente su nombre) y gaseoso
(vapor de agua). [18]

Tiene un alta constante dieléctrica y un calor especifico y de vaporizacion elevados.
También cabe notar que permanece en un amplio rango de temperaturas en fase
liquida. Para finalizar, es un dato curioso la densidad del agua, ya que es mas densa
en estado liquido que en estado sélido.

A continuacion se presenta en la Tabla 5 algunas de sus propiedades de principal
interés:

Tabla 5 Propiedades del agua

Agua
H20 H / \ H
Densidad (liquido) (1 atm) 1g/cm3
Peso molecular 18,015 g/mol
Temperatura de fusion 0¢eC
Temperatura de ebullicion 100 eC

5.1.6 Etanol

El etanol o alcohol etilico es un compuesto quimico que en condiciones normales se
presenta como un liquido incoloro, volatil y altamente inflamable. Sus vapores son
mas pesados que el aire. Es soluble en todas proporciones de agua a 202C.

Principalmente, su obtencion viene al tratar etileno con acido sulftirico concentrado
y someterlo a una hidrdlisis posteriormente. Cabe notar que también hay métodos
naturales de obtencién de alcohol, como puede ser la fermentacion de levaduras a
partir de frutas, cereales, tubérculos, arroz, etc.

Industrialmente, es un producto con un amplio rango de aplicaciones, como por
ejemplo la obtencién de acetaldehido, vinagre, butadieno, cloruro de etilo y
nitrocelulosa, entre otros. También se usa como disolvente en sintesis de farmacos,
plasticos, etc. Otros usos son su aplicacion para mezclas anticongelantes, algunos
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tipos de combustible, como antiséptico, como materia prima en sintesis y en la
preservacion de muestras fisioldgicas y patolégicas. [19]

A continuacién se presentan en la Tabla 6 algunas de sus propiedades de principal
interés:

Tabla 6 Propiedades del etanol

Etanol
H
H |
\ _O
C2H6O H C -
\C M
H™\, H
H
Densidad 0,789 g/cm3
Peso molecular 18,015 g/mol
Temperatura de fusion -114 °C
Temperatura de ebullicion 78,3 ¢C
Soluble en todas las proporciones en
. agua a 20 9C. Soluble en Cetonas,
Solubilidad Esteres, Eteres, Glicoles y otros
Alcoholes
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5.2 METODOS

5.2.1 PREPARACION DE DISOLUCIONES

Para preparar las disoluciones, se prepararon primero los reactivos que se iban a
utilizar: se vertio en un vaso de precipitados mediano una cantidad aproximada a la
necesitada de dioxano, y se pesd la cantidad adecuada de PLLA sélido granulado en
una balanza digital de precision. Una vez se tuvieron las cantidades adecuadas de los
reactivos, se utilizaron frascos de vidrio con cierre hermético roscado para contener
las disoluciones y dejarlas en un agitador magnético entre 12 y 24 horas. Se observd
que en altas concentraciones de PLLA, el dioxano no era capaz de disolverlo
Unicamente con la agitacion, por lo que se procedié a llevar a cabo el proceso de
agitacion a una temperatura de 50 2C para que asi se disolviese del todo.

Mas adelante, se prepararon también disoluciones de cloruro de sodio en agua
(siguiendo el mismo procedimiento que antes) para afiadirlas a las disoluciones de
dioxano con PLLA. También se prepararon disoluciones dioxano y agua (sin cloruro
de sodio) para analizar su influencia sobre la formacion de la estructura porosa. En
ambos casos se us6 un agitador magnético con la muestra a 50 2C para asegurar la
homogeneidad de la disolucion. Cabe destacar que el agua sola provocaba una
reaccion de precipitacion en el PLLA visible antes de usar el agitador, mientras que el
agua salada no provocaba ningtin efecto visible a simple vista.

Las disoluciones que se prepararon fueron las siguientes, con la cantidad de cada una
empleada detallada en Tabla 7:

* Dioxano + PLLA (3%) (w/w)

* Dioxano + PLLA (5%) (w/w)

* Dioxano + PLLA (7%) (w/w)

* Dioxano + PLLA (10%) (w/w)

* Dioxano + PLLA (15%) (w/w)

* Dioxano + PLLA (7%) + H20 (2%) (w/w)

* Dioxano + PLLA (7%) + H20 (5%) (w/w)

* Dioxano + PLLA (7%) + H20 (10%) (w/w)

* Dioxano + PLLA (7%) + 1-(H20 + NaCl) (5%) (w/w)

* Dioxano + PLLA (7%) + 5:(H20 + NacCl) (5%) (w/w)
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Tabla 7 Cantidad de reactivos utilizadas para las disoluciones

DISOLUCION DIOXANO PLLA H20 NacCl
1 Diox+PLLA 3% 30g 09¢g - -
2 Diox+PLLA 5% 30g 15¢g - -
3 Diox+PLLA 7% 30g 21¢g - -
4 Diox+PLLA 10% 30g 3g - -
5 Diox+PLLA 15% 30g 45¢g - -
(Diox+PLLA i
6 79%)+ H20 2% 498 01g
(Diox+PLLA i
7 79)+ H20 5% 4758 0258
(Diox+PLLA i
8 7%)+ H20 10% 458 058
(Diox+PLLA 0,58 g (de disol.
9 7%) + 942¢g con10gH20y
(H20+1-NaCl) 97,6 mg NaCl)
(Diox+PLLA 0,25 g (de disol.
10 7%) + 475¢g con10gH20y
(H20+5-NaCl) 488 mg NaCl)

Con las diferentes concentraciones y composiciones en las disoluciones se analiz6 el
efecto que se producia tanto en la morfologia de los poros como en las propiedades
de los scaffolds, para asi determinar qué disolucion seria la mas adecuada para la
realizacion de los cultivos celulares in vitro.

Con las sales se quiso ver qué efecto tenia sobre los andamiajes afiadirlas, ya que se
prevé utilizar sales en otras fases del proyecto. En particular, esta previsto utilizar
sales de cloruro de zinc, con objeto de estudiar el efecto de la liberacion de iones de
zinc desde los scaffolds sobre las células musculares.

5.2.2 OBTENCION DE SCAFFOLDS

A la hora de obtener los scaffolds, se llevaron a cabo dos procedimientos
experimentales diferentes para compararlos entre si y observar qué tipo de poro se
podia obtener con cada una. Posteriormente, el trabajo se centré en la obtencion de
estructuras porosas alineadas, eligiendo la metodologia mas eficaz. Al principio,
ambos métodos compartian la fase de congelado de las muestras, que se llevaba a
cabo vertiendo primero las disoluciones en viales, que eran después introducidos
lentamente con unas pinzas en nitrégeno liquido contenido en un recipiente de
poliestireno expandido. A partir de este momento, con las muestras congeladas, los
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dos procedimientos experimentales divergian a la hora de extraer el disolvente de las
muestras. Estos métodos de extraccion fueron:

5.2.2.1 Extraccion en frio (o Freeze-extraction)

Los viales (destapados) se introdujeron en un recipiente mas grande con etanol a -20
2C y luego en el congelador a -20 2C también. Esto permite que se produzca un
proceso de “lavado” de las muestras sin perder su estructura, ya que el dioxano tiene
su punto de fusién a 11,8 2C. Dicho proceso de lavado se produce gracias a que el
etanol disuelve el dioxano de la muestra, dejando s6lo el PLLA, del cual no es
disolvente.

Las muestras pasaron por un proceso que duraba 4 lavados, espaciandose éstos 24
horas entre si, por lo que durante los 4 dias siguientes a la introduccion de los viales
en un bafio de etanol a -202C, se cambid el etanol todos los dias.

5.2.2.2 Secado en frio (o Freeze-drying)

Este procedimiento se llevo a cabo en la liofilizadora, que permite, bajando mucho la
presion, pasar directamente de estado sdlido a gaseoso el dioxano, manteniendo asi
la estructura en el PLLA.

Para evitar que en el tiempo que se tarda en llevar las muestras del congelador a -80
2C hasta la liofilizadora, colocarlas dentro de la misma y obtener la presion adecuada
para que no pasase por el punto de fusion del dioxano, las muestras se introdujeron
en un recipiente de teflén con nitrégeno liquido. En el caso de los viales, también se
virtid nitrégeno liquido en las bandejas de la liofilizadora, que estaban a temperatura
ambiente (unos 27 2C), para evitar el maximo tiempo posible que se calentasen las
muestras. Para los tubos de ensayo que se congelaron mas adelante, al ponerlos en
las bandejas y por ser demasiado altos, se tuvo que adaptar una manera para que
cupiesen y se pudiesen mantener frios. Se introdujeron en cristalizadores de tefldn,
dos tubos por cada uno, cubriendo con celofan un trozo de la parte superior del
cristalizador para que no cayesen los tubos que en él iban tumbados, como se ve en la
Figura 5. Se introdujo nitrégeno liquido dentro de los cristalizadores y se
engancharon a las plataformas de la liofilizadora para que no cayesen al introducirlos
en la vitrina de vacio.

Figura 5 Tubos de ensayo dentro de la liofilizadora. Izg - Imagen de la liofilizadora con

las muestras en su interior. Dcha. - Detalle de los tubos de ensayo en los cristalizadores
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5.2.2.3 OBTENCION DE SCAFFOLDS CON DIRECCIONALIDAD EN LOS POROS

Este método de obtencion de los scaffolds se utilizé después de obtener los primeros
resultados tanto del freeze-extraction como del freeze-drying. S6lo se cambi6 el
método de congelacion de las muestras, después se introdujeron en la liofilizadora
como en el caso de un freeze-drying normal.

Para obtener la direccionalidad en los poros, se disefid un recipiente de poliestireno
expandido con tapa que podia sostener un tubo de ensayo en su interior. En dicho
tubo de ensayo se vertio una cantidad de disolucion suficiente para que tuviese entre
8mm y 2 cm de altura, pudiendo crearse asi un gradiente de temperaturas entre la
base y la parte mas alta de la disolucién.

El recipiente de poliestireno expandido se llené con nitrégeno liquido hasta unas
marcas dibujadas que suponian la base del tubo de ensayo que contenia la disolucion.
Asi, el nitrégeno liquido s6lo tocaba la parte mas baja del tubo, promoviendo el
crecimiento de los poros en la direccion en la que iba el gradiente, o sea, hacia arriba.

También se introdujo una variante en el disefio para propiciar al maximo la
congelacion unidireccional. Dicha variante consistia en introducir una caja sin tapa,
también de poliestireno expandido, mas pequefia que la anterior y con un agujero en
el centro del diametro de los tubos de ensayo que se iban a utilizar. En la base de la
caja se engancho una placa de aluminio de 1 mm de grosor. Se eligié el aluminio
debido a que habia disponibilidad de material y era idéneo gracias a su alto
coeficiente de conductividad térmica (~209,3 %). Al introducir el tubo de ensayo
en el agujero de la caja, se producia un Unico punto de contacto entre el aluminio
(que posteriormente se enfriaria cuando estuviese tocando el nitrégeno liquido) y la

muestra. Con este procedimiento se consiguié ademas el aislamiento térmico en los
laterales del tubo de ensayo. El montaje se puede ver en la Figura 6:

Figura 6 Caja de poliestireno expandido para porosidad direccional. Izqg - Caja con la tapa
cerrada. Dcha - Caja con la caja mds pequefia en su interior sosteniendo una muestra

Se hicieron pruebas con varios tiempos de congelacidn, entre 20 minutos y 1 hora.
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5.3 TECNICAS DE CARACTERIZACION

Se utilizaron distintos métodos para determinar las propiedades fisicas y quimicas de
los scaffolds. Concretamente, se hicieron cinco tipo de ensayos a las muestras, siendo
estos:

* Micro-test de propiedades mecanicas
* Termogravimetria

* (Calorimetria diferencial de barrido

* Microscopia

* Densidad

5.3.1 MAQUINA DE MICRO-ENSAYOS MECANICOS

Para caracterizar mecanicamente los scaffolds, se optd por someterlos al esfuerzo
mas caracteristico que se aplicaria sobre ellos cuando fuesen usados como soportes
celulares: la compresion.

Para realizar dicha prueba, se requiri6 el uso de una maquina de ensayos universal.
No obstante, no cualquier maquina de test a compresion es valida, ya que con muy
poca carga es suficiente para aplastar totalmente los scaffolds. Es por ello que se
utiliz6 una maquina de micro-ensayos, preparada para trabajar con muestras
pequeiias y a cargas menores que las maquinas de ensayos universales mas comunes
(Microtest EM1/50).

Sin embargo, pese a las diferencias en el tipo de muestras que se ensayan en estos
aparatos, sus funcionamiento y caracteristicas basicas siguen siendo iguales.

Una maquina de ensayos universal es semejante a una prensa, y puede someter
materiales a ensayos de distinta naturaleza, como pueden ser compresion, traccion,
flexion, etc. Para conseguir la fuerza, utiliza un sistema hidraulico o un motor que
hace girar un tornillo que a su vez desplaza unas placas o mandibulas que son las que
finalmente ejercen la fuerza sobre la muestra (Figura 7).

Gracias al control sobre el desplazamiento y la fuerza aplicadas, registra datos sobre
deformacion que sufre la muestra que se esta analizando, con lo que se pueden
obtener caracteristicas fisicas de ésta como su elasticidad, ductilidad, etc. [20]

Figura 7 Maquina de micro-ensayos mecanicos
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En el caso concreto de éste proyecto, como se ha dicho anteriormente, se busco
caracterizar las muestras a compresion. Para ello, la maquina aplicaba una fuerza de
compresion maxima de 500 N, con una velocidad de avance de 0,5 mm/min, sobre el
scaffold. Con esto, se pretendia observar las diferentes zonas de comportamiento del
material, con especial interés en la zona elastica para asi poder determinar el médulo
de Young medio de las diferentes muestras, con la Ecuacion 5:

E=— Ecuacién 5
&

donde o es la tension y ¢ es la deformacion de la muestra.

Para el analisis, se troquelaron las muestras en cilindros de unos 5 mm de diametro y
entre 2 y 3 mm de espesor. Se realizaron 3 ensayos por muestra, en aras de conseguir
el valor mas representativo haciendo la media, aun sabiendo que estadisticamente se
podia encontrar un amplio rango de error, especialmente en muestras que fuesen
poco homogéneas.

El ensayo de compresion se realizdé con 4 tipos de muestras, para observar como
influian los parametros de procesado de los scaffolds en el comportamiento del
material. Asi, se utilizaron los siguientes scaffolds:

1. Scaffold preparado con una disolucién de dioxano + PLLA al 7%, con los poros
alineados aleatoriamente (congelado sin gradiente de temperatura que
propiciase la direccionalidad de poro) (disolucién 3).

2. Scaffold preparado con una disolucion de dioxano + PLLA al 7%, esta vez con
los poros alineados verticalmente (congelado con gradiente de temperatura
en el plano vertical) (disolucion 3).

3. Scaffold preparado con una disolucién de dioxano + PLLA al 7% a la que luego
se afladié un 10% de H20 (congelado también con direccionalidad de poro)
(disolucién 8).

4. Scaffold preparado con una disolucion de dioxano + PLLA al 7% a la que luego
se afiadié un 5% de una disolucion de H20+NaCl (la que tenia x5 mas
cantidad de sal) (disolucién 10).

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de compresiéon pueden observarse
en la curva tedrica representada en la Figura 8:
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No obstante, cada material presenta unas caracteristicas distintas, por lo que no debe
de tomarse la grafica anterior como un modelo a seguir sino como orientaciéon para
determinar qué representan las distintas pendientes en segin qué lugar de la grafica
de tensidon-deformacion se esté.

5.3.2 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

La termogravimetria es una técnica que consiste en medir el peso de una muestra
frente al tiempo o a la temperatura mientras se le aplica un programa controlado de
temperatura en una atmdsfera especifica.

Dicho programa puede consistir tanto en mantener la T2 constante (isotermo), como
en calentar a velocidad constante, enfriar o alguna combinacion de las anteriores. En
general, lo que se obtiene es una pérdida de peso debido a la degradacion de la
muestra (por varios motivos, como descomposicidn, sublimacion, desorcion,
absorcion, etc.), aunque en algunos casos concretos también se puede dar una
ganancia de peso. La atmésfera que se utiliza puede ser de dos tipos: estatica y
dinamica (con un caudal determinado). Los gases mas habituales que se utilizan son
el Ny, aire, Ar y COz.

La termogravimetria se diferencia de otros procesos térmicos como el DSC en que es
capaz de detectar procesos en los que existe una variacién de peso, pero no procesos
como fusiones, cambios de fase, etc.

El equipo que se utiliza para el analisis de TGA consta de 5 partes principales (la
Figura 9 muestra el equipo que hay en el CBIT (Mettler Toledo - DSC/TGA 2)):

1. Microbalanza electrénica (y su correspondiente equipo de control)

2. Horno y sensores de T2 (que suele se un termopar situado cerca de la
muestra)

3. Programador de T2
4. Controlador de la atmosfera (segun el gas y el caudal)

5. Dispositivo para almacenar y en algunos casos procesar los datos de peso y T2
obtenidos de la prueba
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Figura 9 Equipo de TGA

También hay que tener en cuenta los pequefios crisoles en los que se introducen las
muestras, pues son piezas fundamentales que suelen ser costosas, ya que por mucho
que parezcan simples contenedores desechables, los de buena calidad estan
fabricados con platino (aunque también se utilizan de aluminio o alimina en algunos

casos).

Los resultados del TGA se representan en graficas denominadas termogramas o
curvas termogravimétricas. En ellas se representa el peso en el eje Y (que puede
venir dado en valor absoluto o en porcentaje para hacer comparaciones) frente a la
temperatura o al tiempo en el eje Y. Habitualmente, también se suele solapar en el
mismo grafico la curva correspondiente a la derivada respecto al tiempo o a la
temperatura de la curva termogravimétrica (Figura 10). Esta curva representa la
velocidad de pérdida o ganancia de peso. Gracias a ella, se pueden vislumbrar con
mas claridad picos de temperatura, asi como la T2 inicial y final de los procesos, al
igual que ayuda a detectar procesos solapados. [21]
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Figura 10 Termograma de un polimero con su derivada

Se pueden obtener diferentes tipos de informacion de una grafica como la anterior.
Segun el momento y la temperatura a la que se produce un cambio en la masa, se
pueden establecer ciertos patrones que nos indican qué es lo que ha provocado dicho
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cambio. Estas son las razones principales, especialmente para polimeros, en orden de
menor a menor temperatura de aparicion:

Desprendimiento de sustancias volatiles: Cuando hay una pérdida de masa a
una temperatura relativamente baja, se suele deber a que se desprenden las
sustancias volatiles, agua, mondmeros sin reaccionar, productos gaseosos de
la descomposicion de un material, etc.

Inicio del proceso de degradacion del material polimérico: Se observa la
pérdida de masa mas grande de todo el proceso, que suele venir dada por la
degradacién térmica del propio polimero incluso en atmosfera inerte.

Combustion de la fraccion organica: El residuo que resulta después de la fase
anterior estd compuesto por material de naturaleza organica que en
atmdsfera oxidante experimenta un proceso de combustion.

Presencia de cargas de naturaleza inorganica. Las cargas de naturaleza
inorganica también quedan como residuos después del proceso de
degradacién del polimero, dado que, por lo general, resisten a temperaturas
mas altas.

En el caso del proyecto, el programa que se siguié para el tratamiento de las
muestras fue el siguiente:

Pesado de muestras dentro de la propia maquina, habiendo quemado primero
los crisoles que contendrian la muestra con un soplete, para después tarar su
peso e introducir las muestras.

Calentamiento de 30 2C a 700 2C, a una velocidad de 10 2C/min.

Enfriamiento automatico.

Cabe también mencionar que el analisis termogravimétrico de las muestras fue
realizado bajo una atmésfera inerte de Nz, con un flujo de aire constante de 50
mL/min.

Se colocaron dos muestras diferentes de la disolucién de dioxano + PLLA (7%): Una
con un 5% de agua (la disolucion 7, usada aqui de control) y otra con agua y cloruro
sodico (disolucién 9).
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5.3.3 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

A la hora de caracterizar térmicamente los materiales, la técnica de calorimetria
diferencial es muy importante, ya que mide la capacidad calorifica molar aparente de
macromoléculas o cristales como funcion de la temperatura. La manipulacion
subsecuente de esta cantidad proporciona una caracterizacion termodinamica
completa de una transicion. Generalmente, hay tres tipos de informaciéon que se
pueden obtener de un analisis con el DSC:

1. La capacidad calorifica parcial absoluta de una molécula.

2. El conjunto de parametros termodindmicos (cambio de entalpia [AH], cambio
de entropia [AS], y cambio de capacidad calorifica [ACp]) asociados con una
transicion inducida de temperatura.

3. La funcién de particion y concomitantemente la poblacién de estados
intermedios y sus parametros termodinamicos.

ESCUDO
ADIABATICO

Figura 11 Esquema de un DSC

El funcionamiento del DSC consiste en colocar dos capsulas al mismo tiempo en dos
células distintas (en la Figura 11, una iria en la R y la otra en la S), una de ellas
conteniendo la muestra que se quiere analizar y la otra una cdpsula de control. La
diferencia de temperaturas (AT) entre la muestra y el control se mantiene igual a
cero mientras la temperatura es aumentada o disminuida a un ratio de escaneo
constante gracias a un mecanismo de retroalimentacién. La potencia diferencial que
tiene que ser aplicada a la célula con la muestra para mantener AT = 0 se monitorea
continuamente en funciéon de la temperatura. Esta potencia diferencial es
directamente proporcional a la capacidad calorifica entre las células y constituye la
cantidad basica medida por el aparato. [22]
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Una vez obtenidos los resultados, se puede restar el control a la muestra, obteniendo
asi la representacion termografica caracteristica del material que se quiere analizar.
Gracias a la grafica, se pueden determinar distintos comportamientos en la muestra,
segun sea su estructura interna y sus caracteristicas térmicas (Figura 12).

Degradacion

Flujo de calor o C,
Transicion vitrea
Cristalizacion

Temperatura
Figura 12 Transiciones térmicas tipicas mostradas en un analisis del DSC

Para cada material y/o analisis se preconfiguran unas condiciones para la prueba, de
manera y forma que se pueden controlar las condiciones en las que se degradan las
muestras.

En el caso del proyecto que aqui se detalla, se utilizé un Perkin Elmer - DSC 8000
para las pruebas, configurandolo para realizar un unico ciclo de calentamiento, sin
registrar el enfriamiento. El programa para dicho ciclo era:

Primeramente, enfriar de T2 ambiente a 02C a 20 2C/min.
Esperar 5 min a 0 2C para que se estabilice la temperatura.
Calentar de 0 2C a 200 2C a 20 2C/min

Dejar que se enfrie solo.

B W

En total un ciclo completo tardaba alrededor de 20 min en completarse.

Se hizo la prueba con 7 muestras diferentes de PLLA, todas provenientes de freeze-
drying con dioxano menos el PLLA puro:

* PLLA 3% (disolucion 1)

* PLLA 5% (disolucion 2)

* PLLA 7% (disolucion 3)

* PLLA 10% (disolucion 4)

e PLLA + NaCl (x1) (disolucion 9)
¢ PLLA + NaCl (x5) (disolucion 10)
* PLLA puro

Las muestras tenian que tener un peso comprendido entre 2 mg y 8 mg. Una vez
introducidas y selladas dentro de las capsulas para introducirlas en el DSC, se les
hacia un pequefio agujero con una aguja para asi evitar que si habian absorbido agua
explotasen con la presion del vapor al evaporarse ésta.
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5.3.4 MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (SEM)

Como se requeria un microscopio mucho mas potente que una lupa binocular que
permitiera obtener imagenes de alta resolucidon y con mucha calidad en los detalles
para poder analizar las porosidades de las muestras, se necesitaron los microscopios
electronicos que se encontraban disponibles, previa reserva, en el Servicio de
Microscopia Electrénica que posee la UPV.

Uno de estos microscopios utilizados fue el SEM (Jeol JSM 6300), aunque la opcion
mas explotada fue el FESEM, cuyos detalles se explican en el siguiente apartado.

El SEM es un microscopio electrénico de barrido cuyo fundamento radica en que los
electrones emitidos por un catodo de tungsteno pasan a través de una columna en la
que se ha hecho vacio (alrededor de 1,3:10-¢ Pa). En esta columna, se focaliza el haz
de electrones mediante una serie de lentes electromagnéticas (condensadores),
obteniendo asi un didmetro de hasta unos 10 nm, que es casi puntual. También se
disminuye la intensidad de corriente para que haya una cantidad menor de
electrones primarios (son los electrones secundarios los que capta el microscopio).

El haz reducido de electrones se desplaza por toda la superficie de la muestra, como
un escaner que barre la muestra continuamente de arriba abajo. En la Figura 13 se
puede observar un esquema de cdmo se trata el haz de electrones antes de llegar a la
muestra. Las muestras, para poder ser analizadas bien con este sistema, tienen que
ser conductoras, por lo que se les suele aplicar una capa de algiin material (oro,
carbono, platino) antes de introducirlas.

filamento D

=
o
/=g

condensadores

generador de escaneo =

lente objetivo @
0"”’4«9, D

v,
detector ﬁ detector de
derayos X electrones

espécimen  secundarios

Figura 13 Esquema de un microscopio electrénico de
barrido
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Cuando el haz se encuentra con la superficie de la muestra que se esta observando, se
generan electrones secundarios que, después de ser captados por un detector, son
hechos incidir sobre un “centelleador” (material que centellea, o sea,
exhibe luminiscencia cuando por él pasa radiacion ionizante) donde cada electron
dara origen a varios fotones. Con estos fotones, gracias a un fotomultiplicador, se
generaran fotoelectrones, que a su vez, gracias en este caso a unos dinodos con
diferencias de potencial crecientes, generaran un efecto en cascada que producira
una gran cantidad de electrones secundarios. Asi, se ha obtenido una amplificacion
de la corriente que producian los primeros electrones secundarios, obteniendo asi la
informacion que se podia extraer de ellos amplificada también.

Los electrones, después de pasar por un videoamplificador, se envian finalmente a
una especie de tubo parecido a un osciloscopio de rayos catddicos (que como se sabe,
presentan los valores de las sefales eléctricas en forma de coordenadas en una
pantalla) y producen la imagen de lo que esta analizando el microscopio. [23]

En el caso concreto del proyecto, como se ha dicho antes, se utilizé este método de
microscopia electrénica como método secundario. El equipo era mas antiguo y la
resolucion no era tan buena como en otras opciones, era mas lento y no ofrecia los
buenos resultados que se podian obtener con otros métodos. No obstante, el precio
por hora era mucho mas reducido, asi que para algunas pruebas se considerd
adecuado el uso del SEM por encima del FESEM.

En el proyecto, se acudié una vez al SEM, y fue cuando se quisieron observar los
resultados de la prueba de congelaciéon con gradiente de temperaturas y las
diferencias que provocaban en ella determinados parametros que influian en el
procedimiento de congelaciéon, como el tiempo o el método. Quede constancia
también de que el voltaje de analisis utilizado en el microscopio cuando se
observaron las muestras fueron 15 kV. El equipo que se encuentra en el Servicio de
Microscopia Electrénica de la UPV es el que se puede observar en la Figura 14.

Figura 14 Equipo SEM del Servicio de Microscopia Electrénica de la UPV
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5.3.5 MICROSCOPIO ELECTRONICO DE EMISION DE CAMPO (FESEM)

Como se querian resultados mejores que en el SEM para una mejor caracterizacion
morfoldgica de las muestras, el FESEM se eligio6 como opcién mas adecuada. Se
realizaron por ello varias sesiones de analisis de las muestras bajo un potente
microscopio electrénico de emision de campo, concretamente el Carl Zeiss - ULTRA
55.

Este tipo de microscopio se diferencia del SEM en que no utiliza un filamento
calentado para generar los electrones. Las desventajas principales de los emisores
termionicos como los del SEM son que tienen un brillo relativamente bajo, el material
del catodo se evapora y hay una deriva térmica durante la operacion.

En el caso del FESEM, se utiliza la emision de campo, también denominada emision
de campo en frio, que se consigue posicionando el filamento en un gradiente de
potencial eléctrico muy grande. El filamento en este caso suele ser de tungsteno, con
una forma que le confiere una punta afilada. Con dicha punta, cuyo radio suele estar
alrededor de los 100 nm, se puede concentrar un campo eléctrico a niveles extremos,
tanto que la funcién de trabajo del material (la energia minima necesaria para
arrancar un electrén de un sélido a un punto inmediatamente fuera de la superficie
del so6lido) es rebajada hasta que los electrones pueden dejar el catodo. Con esto, la
imagen producida por el FESEM es mas limpia, se consiguen muchas menos
distorsiones electrostaticas y la resolucion espacial se mejora respecto a la del SEM
(<2nm, entre 3 y 6 veces mejor que en el SEM). [24]

El FESEM también es mas seguro para las muestras, dado que puede trabajar a
menores voltajes que el SEM y se evita asi el dafio que puede producir, especialmente
en muestras delicadas. En la Figura 15 se puede ver el microscopio FESEM que se
utilizo en el proyecto.

i

Gemini

ULTRA 55

Figura 15 Equipo FESEM del Servicio de Microscopia Electrdnica
de la UPV

Las muestras se preparaban como en el SEM: se pegaban con cinta adhesiva de
carbono a un portamuestras adecuado para introducir en el microscopio, se creaba
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un puente de carbono entre las muestras y el porta, para asegurar una buena
transmision de la corriente eléctrica, y luego el operario que se encontraba en
microscopia procedia a aplicarles un bafio atomizando un material conductor (en el
caso del FESEM, siempre se utilizd platino, por permitir una mejor resoluciéon que el
oro) sobre la muestra.

Fueron tres las visitas al FESEM para poder caracterizar las muestras, ya que en al
principio, cuando so6lo se disponia de la informacién obtenida a través de la
bibliografia, lo adecuados o no que pudiesen ser los resultados que se estaban
obteniendo se decidia después del analisis de las imagenes de microscopia:

* La primera visita sirvi6 para evaluar las diferencias entre freeze-drying y
freeze-extraction, observandose detenidamente varias partes de las muestras
para obtener una idea total de la morfologia de los scaffolds. Esta sesion fue la
mas larga de todas, ya que habia muchas muestras y muchas zonas que
analizar.

* La segunda se hizo unicamente para la técnica de freeze-drying (que en este
caso habia sido mejorada gracias a la experiencia anterior) y se centré en la
observacion de las secciones de los scaffolds.

* La tercera y ultima (posterior a la sesion del SEM) sirvié para analizar las
muestras a las que se habia afiadido agua (disoluciones 6, 7 y 8) y agua con sal
(disoluciones 9y 10).

5.3.6 DENSIDAD Y POROSIDAD

La densidad de un material es la masa por unidad de volumen que ocupa. Son
unidades habituales el g/cm3, kg/m3, etc. No obstante, los materiales porosos no
rellenan todo el espacio, ya que los poros suelen encontrarse rellenos de gas o de
liquido, cosa que dificulta la determinacion del volumen y de la masa reales a la hora
de medir la densidad.

La porosidad es una medida de espacios vacios en un material y se expresa como una
fraccion del volumen de huecos sobre el volumen total, entre 0 y 1, o como un
porcentaje entre 0 y 100.

La caracterizacion por densidad y porosidad fue la mas sencilla de todas las que se
llevaron a cabo en cuanto a material necesitado. Consistia, simplemente, en hacer
mediciones del peso de una muestra en determinadas condiciones (con una balanza
Mettler Toledo - AX205DeltaRange) para luego calcular la densidad y a partir de
ahi obtener la porosidad. Estas mediciones fueron:

* Pesado del scaffold en condiciones normales (pesado en aire).
* Pesado del scaffold después de forzar la entrada de liquido dentro de sus

poros haciendo vacio con una jeringuilla (pesado en aire con poros saturados
de liquido).
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* Pesado del scaffold dentro de un vaso de precipitados con n-octano, con el
montaje experimental de medida de densidades de la balanza electronica de
precision (pesado sumergido), tal y como se ve en la Figura 16:

Figura 16 Montaje experimental para medida de densidades en
la balanza de precision

Esta prueba se basa en el principio de Arquimedes, que afirma que todo cuerpo
sumergido en un fluido experimenta un empuje vertical igual al peso de fluido
desalojado.

Como son muestras porosas, la justificacion del procedimiento viene dada en los
calculos. Asi, se necesitaba rellenar los scaffolds con el n-octano para poder hacer el
ensayo de densidad como si de un bloque se tratase. Se necesitd asi definir el
concepto de volumen de la muestra, que es la sustraccidon del volumen de los poros al
volumen aparente, tal y como se ve en la Ecuacién 6:

mm
V=Vap —Vpores =—— Ecuaci6n 6
Pm

donde V es el volumen de la muestra Vg, es su volumen aparente, Vyoros €5 €l volumen
de los poros, p,, es la densidad de la muestra y m,, es la masa de la muestra, pesada
en condiciones normales (en el aire). De aqui se puede deducir, pues, que el volumen
aparente es el volumen del polimero sin tener en cuenta los poros.
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Para calcular el volumen de los poros, entraba en juego el forzar un liquido de
densidad conocida en su interior, para poder aplicar la siguiente Ecuacion 7:

_mlp_mml_mm ..
Vporos - = Ecuaciéon 7

P Pi

donde p,; es la densidad del liquido (en este caso, n-octano), mj, la masa de liquido
alojada en los poros y mm la masa de la muestra tras inyectar el liquido en los poros.

Es ahora donde entra en juego el principio de Arquimedes, ya que vemos en la
Ecuacién 8 que el empuje (E) generado por un liquido (en este caso n-octano) es:

E=mp-g=m;y—my) -g=Vu -p1- g Ecuacién 8

donde g es la aceleracion de la gravedad y m; es la masa de la muestra sumergida en
el liquido (n-octano). Gracias a esto, podemos aislar el Vg, resultando en la Ecuacion
9:

_(myy—my) g my,; —my

V,, =
P P g P

Ecuacion 9

por tanto, la densidad de la muestra porosa (p,,) se obtendria como se aprecia ambas
Ecuacién 10 y Ecuacion 11:

m, My —My My — My, My, — MY i
—=V= Vap - Vporos - - - Ecuacion 10
Pm Pi P Pi
m,,
=" Ecuacion 11
Pm m, —m Pi

A partir de este resultado, se puede pasar al calculo de porosidad (), que se
obtendria con la Ecuacion 12:

Vporos My — My, 4 mpy, .
= = =1-—=1——— Ecuacion 12
Vap
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Con estos calculos se justifica, pues, el procedimiento experimental por cada muestra
que se detalla a continuacién:

1.

Se corta la muestra que va a ser analizada a un tamafio adecuado.
Se hace un pesado normal (en aire) del scaffold.

Se coloca en el interior de una jeringuilla que contiene n-octano. Se hace
varias veces “vacio” (taponando la jeringuilla y retirando el émbolo el maximo
posible), hasta que se haya forzado en la medida de lo posible la entrada del n-
octano en la muestra.

Se pesa la muestra que tiene los poros llenos de n-octano en la balanza normal
(en aire).

Se introduce la muestra en un montaje preparado sobre la balanza para medir
densidades (un montaje que permite el efecto del empuje del liquido sobre la

muestra mientras esta sumergida) y se pesa.

Se hacen los calculos pertinentes.

Se utilizaron 8 muestras diferentes, de las cuales 4 eran con poros aleatorios y 4 con
poros alineados. De las 4 aleatorias, habia una de cada concentraciéon que se habia
hecho, es decir, 3%, 5%, 7% y 10% (disoluciones 1, 2, 3, 4). De las alineadas, todas
estaban hechas con la concentracion 7%: dos tenian como diferencia que una habia
sido congelada con contacto directo con el nitrégeno liquido y la otra con contacto
con la placa de aluminio, y las otras dos tenian agua en la disolucion (5% y 10%).
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6 ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacién se mostraran todos los resultados obtenidos de los analisis realizados
a los distintos scaffolds sintentizados a partir de PLLA con dioxano, en sus diferentes
concentraciones y con diferentes métodos de producciéon de andamiajes.

Cabe destacar que al principio del proyecto se plante6 usar como disolvente del PLLA
cloroformo (CHCI3), asi como diferentes temperaturas para hacer la congelacion,
pero dado que en el primer caso el cloroformo tenia la temperatura de fusion
demasiado baja (-64 2C) y suponia un riesgo demasiado grande de descongelacion
durante la manipulacién de los viales con el reactivo congelado, y en el segundo caso
se sabia que por cristalizacion, cuanto mas veloz fuese la congelaciéon, mayor
cantidad de microporos se obtendrian, por ahorro de materiales y tiempo, se decant6
por la utilizaciéon de dioxano como solvente, ya que presenta una temperatura de
fusion mas elevada que el cloroformo y por congelar las disoluciones a la minima
temperatura posible (-196 2C conseguidos con el nitrégeno liquido).

6.1 MAQUINA DE MICRO-ENSAYOS MECANICOS

La maquina de micro-ensayos mecanicos ha servido para analizar el comportamiento
de los scaffolds al ser sometidos a un esfuerzo de compresion.

Primeramente, se representaron las graficas de tensién deformacién de las muestras
por separado, con las tres pruebas por muestra. Las representaciones quedaron
bastante irregulares debido a la poca precisidon de la maquina, especialmente cuando
la fuerza era mayor. No obstante, como se buscaba el modulo elastico, se dieron por
validas las medidas. Para representarlas, se tomaron las zonas elasticas y se hicieron
rectas con una pendiente igual al médulo de Young, en un intervalo de deformacion
de entre 0,1y 0,5.

Poros aleatorios

En las Figuras 17-18 se pueden apreciar las graficas para los scaffolds obtenidos con
una disolucion de dioxano + PLLA (7%) con los poros ordenados aleatoriamente.
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Figura 17 Grafica tensién-deformacion de scaffold con los poros aleatorios
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Figura 18 Zona elastica de la grafica de tensién-deformacion de un scaffold con los poros aleatorios

Como se puede apreciar, la gran diferencia entre las pendientes de la zona elastica de
la tercera muestra respecto a las otras dos hizo que se descartase esa medida. Se
aprecia también que pese a no ser muy exactas las medidas, las pendientes de la
primera y la segunda muestra son similares.

Las grandes variaciones entre los valores de estas medidas se deben principalmente
a las diferencias entre las estructuras que puedes encontrar en segun qué zona del
scaffold, ya que los poros pueden estar bien alineados en un lado, en otro ser
completamente aleatorios, en otro una mezcla de ambas, etc. Lo que le confiere
mucha heterogeneidad y por ello poca fiabilidad a la hora de determinar un valor
concreto del modulo de Young para toda la estructura.

Poros direccionales

En las Figuras 19-20 se pueden apreciar las graficas para los scaffolds obtenidos con
una disolucion de dioxano + PLLA (7%) con los poros ordenados direccionalmente.
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Figura 19 Grafica tensién-deformacion de scaffold con los poros direccionales 39
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Figura 20 Zona elastica de la grafica de tensién-deformacion de un scaffold con los poros direccionales

Para este caso si que se observa una mayor homogeneidad de resultados. Esto es
debido a que el scaffold presenta una estructura muy parecida en casi todo su
volumen, por lo que se beneficia de la estructura con los canales verticales en todo el
soporte, confiriéndole una buena resistencia en cualquier punto.

Disolucion con agua
En las Figuras 21-22 se pueden apreciar las graficas para los scaffolds obtenidos con

una disolucién de dioxano + PLLA (7%) + H20 (10%) con los poros ordenados
direccionalmente.
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Figura 21 Grafica tensién-deformacion de scaffold con agua (10%) en la disolucién
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Figura 22 Zona eldstica de la grafica de tensién-deformacion de un scaffold agua en la disolucién

Se aprecia de nuevo una gran dispersion en los resultados, tanto que la primera
muestra no ha sido incluida en la grafica de la zona elastica porque se salia
totalmente del rango de representacion.

La gran heterogeneidad de estas muestras nos indica que el agua tiene un efecto
parecido a los poros aleatorios, haciendo que las muestras vean una disminucién en
sus propiedades mecanicas, asi como una incertidumbre en la respuesta a los
esfuerzos mecanicos de segiin qué zona.

Disolucion con agua + sal

En las Figuras 23-24 se pueden apreciar las graficas para los scaffolds obtenidos con
una disoluciéon de dioxano + PLLA (7%) + (H20+5-NaCl) (5%) con los poros
ordenados direccionalmente.
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Figura 23 Grafica tensién-deformacion de scaffold con agua con sal (5%) en la disolucidn
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Figura 24 Zona eldstica de la grafica de tensidn-deformacion de un scaffold agua en la disolucién

Se aprecia en estas muestras que, al haber menor cantidad de agua en la disolucién y
el proceso de congelado ser el mismo que para el poro direccional, vuelve a haber
una mayor homogeneidad de resultados. La sal no parece afectar de manera
significativa, cosa que es logica dada su pequefiisima concentracion.

Representacion conjunta de las zonas elasticas

A continuacion, en la Figura 25, se representaran todas las medias de las zonas
elasticas representadas mas arriba en una misma grafica para poder compararlas.

1,6
1,4
1,2

§ 1 —DIREC

it ——ALEA
508

'% Agua
0,4
0,2
0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Deformacion (-)

Figura 25 Zonas elasticas de la graficas de tensidon-deformacion de todas las muestras

Se aprecia claramente lo que se podia intuir con los resultados individuales. La
muestra que mas resistencia tiene es la de poros direccionales. La de poros aleatorios
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estd exactamente al mismo nivel que la que contiene sal, que habiamos visto que
probablemente la sal no tuviese efecto en este resultado, por lo que significa que un
5% de agua en una muestra de poro direccional equivale mas o menos a una muestra
sin poro direccional. Por ultimo, la muestra que fue sintetizada con un 10% de agua
queda con la menor resistencia mecanica a compresion.

Mddulo de Young

Para contrastar estos datos y ofrecer valores de propiedades mecanicas concretos, se
calcul6 el médulo de Young (mdédulo aparente) de todas las muestras.

En la Tabla 8 podemos ver los valores del modulo de Young para cada una de las
muestras, con su desviacién estandar correspondiente. En la Figura 26 , se han
representado los modulos de Young como puntos con la desviacién tipica como
barras de error para un resultado mas visual.

Tabla 8 Mdédulos de Young

MUESTRA M. DE YOUNG (MPa) DEV. ESTANDAR
Poro aleatorio 2,51 0,69
Poro direccional 3,34 0,19
Disolucion 10% agua 1,63 0,14
Disolucion 5% agua + sal 2,43 0,11
4
3,5 §
3
2,5 X A
2
1,5 i == Aleatorio
1 =®—Direccional
=i Agua (10%)
0.5 =>=Sal (X5)
0
0 1 2 3 4

Figura 26 Modulos de Young para los cuatro scaffolds de PLLA diferentes

43



De nuevo, se reafirman las conclusiones sacadas anteriormente. De hecho, se puede
apreciar que el agua supone un descenso de un 5% en las propiedades mecanicas por
cada 1% que se afhade, ya que si hiciésemos una grafica siendo el médulo de Young
de la muestra con el poro direccional el 100%, obtendriamos un descenso de un 25%
para las muestras de poro aleatorio y de agua con sal y un descenso de un poco mas
del 50% para la muestra con un 10% de agua.

6.2 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

Gracias a la técnica de la termogravimetria, se puede identificar la temperatura a la
que degrada un polimero. Para visualizar los datos de dicha degradacién, se han
representado termogramas de los resultados obtenidos de las dos muestras
analizadas.

En la Figura 27 se muestra la curva de degradacion del peso de los scaffolds respecto
a la temperatura.
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Figura 27 Termograma de scaffolds de dioxano+PLLA (7%), uno con un 5% de H,0 y otro con 5% de
H,0+NaCl (disoluciones 7 y 9)

Se aprecia claramente que al afiadir la sal, la temperatura de degradacion es mas baja
que para el caso del agua sin sal. Es posible que esto se deba a que al existir iones del
NaCl, al aumentar la temperatura esto facilita la ruptura de los enlaces y asi resulta
en una degradacion mas temprana.

Se realiza un acercamiento a la zona de la grafica que queda por debajo del 5% de
masa y se representa en la Figura 28 para poder analizarlo.
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Figura 28 Detalle del ultimo tramo de la grafica anterior para observar el porcentaje de masa residual de
los scaffolds

Se puede comprobar céomo el scaffold que contiene el cloruro sédico acaba con un
mayor porcentaje masico residual, dado que tiene el afiadido de la sal inorganica y
ésta degrada a temperaturas mas altas.

Por ultimo, se representan en la Figura 29 las derivadas de ambas curvas respecto a
la temperatura para poder obtener los valores aproximados de temperatura a los que
se produce la degradacidn de las muestras, que se corresponden con los picos en la
grafica.
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Figura 29 Derivada de la masa respecto a la temperatura de la curva termogravimétrica para las muestras
preparadas con H,0 y con H,0 + NacCl
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6.3 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Con la técnica de calorimetria diferencial de barrido se han podido analizar los
diferentes fendémenos que se producen durante un programa térmico en el PLLA
utilizado en el proyecto.

Para empezar el andlisis de los resultados de la técnica del DSC, observaremos la
grafica de representacion de la curva de flujo de calor (Figura 30) .
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Figura 30 Gréfico DSC de calentamiento de diferentes estructuras de PLLA: una con PLLA puro, cuatro con

PLLA proveniente de disoluciones con diferentes concentraciones (3, 5, 7 y 10%) y dos con la disolucién de

PLLA 7% con sal disuelta en agua (5%), una con cantidad de sal base (1X) y la otra con cinco veces mas sal
(5X)

Este tipo de grafica de calentamiento de un polimero consta de tres partes facilmente
diferenciables: la transicion vitrea (rodeada con el circulo verde), la fase de
cristalizacion fria (rodeada con la elipse roja) y la fase de fusion (rodeada con el
circulo naranja).

Transicion vitrea

La transicion vitrea es el momento en el que un polimero pasa de tener una cierta
capacidad calorifica a ver como ésta es aumentada después del punto de inflexion

(Te).
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Podemos apreciar una transicion vitrea muy similar en todos los casos excepto para
el PLLA puro. Esto se ve reflejado en una temperatura del punto de inflexién media
de 64,16 °C, con una desviacién estandar de 0,68. Mientras tanto, la temperatura del
punto de inflexion en el caso del PLLA puro es de 56,89 2C.

Este fendmeno probablemente venga dado por el pico de envejecimiento que se
observa en todas las muestras excepto la del PLLA puro. Este pico se produce por los
diferentes tratamientos térmicos que ha sufrido el PLLA, que hacen que presente
cierta resistencia adicional en la transicidn vitrea, que se traduce en problemas a la
hora de determinar el punto exacto de la temperatura de transicion vitrea por parte
del equipo DSC.

Fase de cristalizacion fria

Pasada la transicion vitrea, los polimeros en ocasiones ganan suficiente energia como
para crear nuevos cristales, liberando asi calor. Esta liberacion de calor se traduce en
una depresion en la curva de flujo de calor - T2.

Se ve en la grafica anterior que en el caso de las diferentes concentraciones de PLLA
todas las muestras presentan una curva de cristalizacién fria muy similar. Sin
embargo, al afiadir la sal vemos como el proceso de cristalizacién fria se reduce y la
curva se mueve un poco hacia temperaturas mas altas porque el tipo de cristales que
se forman es diferente. De hecho, en el caso de la muestra con mayor cantidad de sal,
no se presenta cristalizacidon fria, ya que durante el procesado del scaffold las
muestras que contienen cloruro sodico cristalizan en mayor medida debido a que las
sales actian como nucleo de cristalizacion. La muestra de PLLA puro, del mismo
modo que las muestras que contienen NaCl, tampoco presenta ningun tipo de
cristalizacion adicional durante el calentamiento.

Fase de fusion

Cuando se alcanza la temperatura de fusion (Tn), se produce la ruptura de todos los
enlaces cristalinos. Es por ello que se necesita un gran aporte de calor, que se ve
reflejado como el gran pico del final de la grafica (redondeado de color naranja). El
area de la curva de dicho pico representa ese aporte de calor, dindonos la entalpia
del proceso de fusidn.

En el caso de los scaffolds sin cloruro sédico, se observa de nuevo que son muy
similares, mostrando un pico de fusion irregular, probablemente debido a que no
todos los cristales son iguales y tienen varias temperaturas de fusion. Las
disoluciones con sal presentan una forma parecida a las anteriores, pero en este caso
con una forma mas cercana a la de una campana de Gauss. Para finalizar, la muestra
de PLLA puro tiene una curva con mucha mas pendiente y de parecida amplitud.

La Tm media de todas las muestras es de 150,06 2C, con una desviacién estandar de
1,26.

Cristalinidad

Para obtener la cristalinidad masica (xc) o inicial de las muestras, se ha utilizado la
Ecuacion 13:
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_ AH, - AH,

= 100 i6
Xc AHO. Ecuacién 13

donde AH,, es la entalpia del proceso de fusion, AH, es la entalpia de cristalizacion
fria y AHY, es la entalpia del proceso de fusién del material 100% cristalino.

También se calculd la cristalinidad de fusién (x,,) (Ecuacién 14), que no tiene en
cuenta la cristalizacion fria, por lo que la ecuacién quedaria asi:

_AH,,
~ AHY,

Xm -100 Ecuacién 14

En la Tabla 9 se muestran las entalpias de los scaffolds y su cristalinidad (Xc)
(conocido que el AH del PLLA 100% cristalino =93 J/g [25]):

Tabla 9 Cristalinidad de las muestras del DSC

MUESTRA AHy, (J/8) AH. (J/8) Xm (%) Xe (%)
PLLA 3% 24,042 25,85 25,85 1,4
PLLA 5% 23,095 24,83 24,83 0,98
PLLA 7% 24,15 25,97 25,97 2,84
PLLA 10% 23,47 25,23 25,23 2,11

PLLA 7% + NaCl 20,11 21,61 21,61 2,13

0,

PLLA 7X/§ + NaCl 23,63 25,41 25,41 25,41

PLLA puro 36,63 38,96 38,96 38,96

Se puede observar a raiz de los resultados de y,, que la concentraciéon de PLLA en las
disoluciones, asi como el hecho de que contenga sal o no, no afecta en la cristalinidad
final de las muestras (cristalinidad de fusién), ya que todos los resultados son muy
similares y la variacién que hay entre ellos viene dada por el error grande que se
arrastra de todos los procesos y calculos. También podemos ver que al disolver el
PLLA (especialmente por el hecho de que se disuelva a 502C) se obtiene un PLLA mas
amorfo, comparandolo con el PLLA puro del que se parte, que ya era bastante amorfo
de por si.

No obstante, para la cristalinidad masica . se puede apreciar un hecho muy
significativo: al tratar térmicamente los scaffolds, estos pierden toda la cristalinidad,
pasando a ser casi absolutamente amorfos. Los cristales de estos scaffolds que se
funden en la fase de fusion provienen todos de la cristalizacion fria. No obstante, al
afiadir suficiente NaCl se crean nucleos de cristalizacion que permiten al material
adquirir cierta cristalinidad, evitdndose luego la fase de cristalizacién en frio, por lo
que la xc es igual a la xm. En el caso del PLLA puro, la cristalinidad inicial también es la
misma que la de fusién, dado que el estado inicial de este polimero es semi-cristalino.
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6.4 MICROSCOPIO ELECTRONICO DE EMISION DE CAMPO
(FESEM) Y MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (SEM)

Gracias a ambos microscopios electronicos, se pudo observar la morfologia de los
scaffolds fabricados, pudiendo asi observar, analizar y comparar los poros y su
distribucién segun el tipo de disolucion y el método utilizados para la creacion de la
estructura del scaffold.

Todas las muestras analizadas eran previamente cortadas congelandolas con
nitrégeno liquido y rompiéndolas aprovechado la fragilidad del material congelado.
Esto propicié que algunas de las superficies fuesen irregulares y a veces presentasen
morfologias diferentes por como se habia roto la muestra. No obstante, se considero
mas adecuado esto para poder observar bien los poros que dejar marcas con una
cuchilla, que podia ser mas confuso y no dejaba ninguna zona de corte limpio.

Por orden cronoldgico de desarrollo del proyecto, se quiso observar en primera
instancia las diferencias entre distintas concentraciones de PLLA en dioxano con los
dos métodos de extraccion de disolvente presentados anteriormente en este trabajo:
el Freeze-Extractiony el Freeze-Drying.

Como era la primera serie de muestras que se observaban, se quisieron observar a
conciencia las muestras, haciendo especial hincapié en la seccion, que iba a ser donde
los resultados para la consecucion del objetivo del proyecto iban a mostrarse, pero
también se vieron tanto la cara superior como la inferior de las muestras para ver si
habia diferencias tanto entre los métodos de extraccion como en las diferentes
concentraciones.

Asi pues, se observaron primero 8 muestras, la mitad extraidas mediante Freeze-
Extraction y la otra mitad mediante Freeze-Drying. De las 4 muestras extraidas por
ambos métodos, cada una tenia una concentracion diferente de PLLA en dioxano, a
saber 3,5, 7y 10% . Se queria afiadir una muestra de 15% también, pero cuando se
observo la viscosidad de la misma se descarté por poca practicidad, ya que no se
creia que fuese a ser adecuada tanta cantidad de soluto y ya se tenia la del 10% como
control de alta concentracion.

Estos son los resultados de las muestras de Freeze-Extraction, en las Figuras 31 - 38:

Figura 31 Diox+PLLA (3%) Freeze-Extraction Figura 32 Diox+PLLA (3%) Freeze Extraction. Detalle
de poro
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Figura 34 Diox+PLLA (5%) Freeze-Extraction. Detalle
de poro

. LA 2 > -

Figura 35 Diox+PLLA (7%) Freeze-Extraction

Figura 36 Diox+PLLA (7%) Freeze-Extraction. Detalle
de poro

Figura 38 Diox+PLLA (10%) Freeze-Extraction.
Detalle de poro

Se puede apreciar que hay diferencias en la formacion porosa, cuanto mas abundante
el PLLA, mas definido se encuentra el poro y mayores formaciones continuas
similares se pueden ver.

Los poros parecen haber sido conformados con un material viscoso, probablemente
debido al tipo de extraccion, ya que los lavados son un proceso de extraccion de
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dioxano lento comparados con la liofilizacion y que ademdas se hace en un medio
liquido.

Para el Freeze-Drying con el poro aleatorio, se obtuvieron dos tandas de muestras,
siendo las mas significativas las mostradas en las Figuras 39 - 46:

Figura 39 Diox+PLLA (3%) Freeze-Drying Figura 40 Diox+PLLA (3%) Freeze-Drying. Detalle de
poro

Figura 42 Diox+PLLA (5%) Freeze-Drying. Detalle de
poro

Figura 43 Diox+PLLA (7%) Freeze-Drying Figura 44 Diox+PLLA (7%) Freeze-Drying. Detalle de
poro
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Figura 45 Diox+PLLA (10%) Freeze-Drying Figura 46 Diox+PLLA (10%) Freeze-Drying. Detalle de
poro

Se puede observar claramente la mejoria respecto a las muestras de Freeze-
Extraction en la definicion de los poros. Las porosidades obtenidas con la liofilizacién
se muestran con los bordes mas definidos, con una estructura mucho mas limpia. En
comun tienen la estructura “de escalera” que se puede observar en las porosidades.

El tamafio de poro se puede apreciar como tiene una relacion inversamente
proporcional a la concentracion de PLLA: segiin aumenta ésta ultima, los poros se
hacen mas pequefios. Mas adelante, en el analisis de densidad, se incluira el tamafio
de los poros, analizado con la escala.

El Freeze-Drying se habia considerado inicialmente como el método a tener en cuenta
dado que lo que se buscaba era la direccionalidad de poro y para conseguir ésta se
necesitaba crear un gradiente de temperaturas en la congelacidon que so6lo se podia
obtener aumentando la altura total de la disolucion dentro del recipiente en el que se
congelaba. Esto en si ya suponia un problema para la Freeze-Extraction dado que las
zonas centrales de la muestra se encontraban a dificil alcance del etanol. Por ello,
dado que el freeze-drying era nuestra opcion primordial y gracias a la comprobacion
de que es un método que permite obtener estructuras porosas morfolégicamente
similares a las de freeze-extraction e incluso las mejora gracias a un poro mejor
definido, se consideraron como 6ptimos los resultados y se pasé a la fase de alineado
de poro.

Como las estructuras obtenidas con el 7% se mostraban las mas prometedoras y
aseguraban una suficiente cantidad de PLLA para que no se resintiesen sus
capacidades mecanicas, en adelante todas las disoluciones utilizadas parten como
base de esta concentracidn.

Los poros alineados se observaron en primera instancia con el SEM, por lo que la
calidad de la imagen disminuye, pero se aprecia perfectamente la apariciéon de una
clara direccionalidad en el crecimiento de los poros. Se probé primero con el montaje
en el que directamente la muestra entraba en contacto con el nitréogeno liquido (se
probaron varios tiempos, de 20 minutos a 1 hora, por si la congelaciéon no era
completa en los primeros, aunque luego se aprecié el mismo resultado, por lo que
con alrededor de 20 minutos ya era suficiente para que se congelase completamente)
y después con la placa de aluminio entre el nitrégeno y la muestra, para propiciar
una congelacién mas lenta y controlada.
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Se han dibujado lineas para marcar mas evidentemente dicha direccionalidad, como
se aprecia en las Figuras 47-54.

Figura 47 Diox+PLLA (7%) Alineacicén de poros. Figura 48 Diox+PLLA (7%) Alineacién de poros.
Muestra en contacto directo con el nitrégeno Muestra en contacto directo con el nitrégeno.

Detalle de los canales

Figura 49 Diox+PLLA (7%) Alineacion de poros.
Muestra en contacto directo con el nitrégeno (en

T » Figura 50 Diox+PLLA (7%) Alineacion de poros.
este caso, con mas tiempo de congelacidn)

Muestra en contacto directo con el nitrégeno (en
este caso, con mas tiempo de congelacidn). Detalle
de los canales

&
Figura 51 Diox+ PLLA (7%) Alineacidn de poros. Figura 52 Diox+ PLLA (7%) Alineacién de poros.
Muestra en contacto con la placa de aluminio (1) Muestra en contacto con la placa de aluminio (2)
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Figura 53 Diox+ PLLA (7%) Alineacidén de poros. Figura 54 Diox+ PLLA (7%) Alineacidn de poros.

Muestra en contacto con la placa de aluminio. Muestra en contacto con la placa de aluminio.
Detalle de los canales (1) Detalle de los canales (2)

Como se aprecia, el método para obtener la direccionalidad de poros fue totalmente
exitoso. No obstante, entre ambos procedimientos, destaca la homogeneidad de los
canales de poros obtenida con la placa de aluminio. Esto viene a mostrar que un
enfriamiento mas lento y controlado propicia el crecimiento de los cristales del
solvente de manera totalmente direccional en la direccion en que se congelan.

Cabe decir que el hecho de que en algunas de las muestras de poro aleatorio se
encontrase direccionalidad se debe a que la introduccién de los viales en el nitrégeno
liquido se hacia de manera cuidadosa, por lo que en cierto modo se propiciaba una
congelacion direccional. No obstante, al no haber ni gradiente de temperaturas ni
control del proceso de congelacion, lo que en unas zonas podia verse como poro
direccional, era en otras totalmente aleatorio. Por ello, el método valido para obtener
los canales que se buscaban como objetivo principal, es la congelaciéon controlada,
especialmente el caso de las muestras que tienen una placa de un material conductor
entre ellas y el nitr6geno, ademas de los lados aislados.

Finalmente, se analizaron las muestras sintetizadas con las disoluciones 6-10, que
son las tres que llevaban agua y las dos que llevaban sal.

Para el agua, se quiso observar la influencia que tenia sobre la estructura del scaffold.
En el caso de disolucion con sal, el objetivo fue que se apreciasen cristales de NaCl en
la superficie de los poros.

Como se ha mencionado en el apartado de preparacion de disoluciones, todas tenian
de base la disolucién de Dioxano+PLLA (7%). Ademas, el proceso de congelado se
hizo con el que, como se acaba de comprobar, se obtenian mejores resultados:
congelado direccional con la placa de aluminio.
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Estos fueron los resultados del analisis microscépico de las muestras con agua, tal y
como se aprecia en las Figuras 55-60:

Figura 55 Diox+PLLA (7%) + H,0 (2%) Figura 56 Diox+PLLA (7%) + H,0 (2%). Detalle de los

canales

Figura 58 Diox+PLLA (7%) + H,0 (5%). Detalle de los
canales

Figura 59 Diox+PLLA (7%) + H,0 (10%) Figura 60 Diox+PLLA (7%) + H,0 (2%). Detalle de los
poros

Tal y como se puede apreciar, el introducir en la disolucién agua afecta a la formacion
de los cristales en la fase de congelacién, entorpeciendo asi la creaciéon de las
estructuras porosas. Se puede ver que a mayor concentracién de agua en la
disolucion, peor es la definicion de los poros y de los canales creados por la
direccionalidad en la congelacidn, hasta el punto de desaparecer por completo dichos
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canales en la disolucién con un 10% de agua y aparecer una morfologia de poros que
se asemeja mas a una superficie llena de crateres que a lo que se ha visto en las
demas imagenes, que forma una estructura mas “de escalera”.

En el caso de las disoluciones a las que se afiadi6 sal también, los resultados fueron
los que se aprecian en las Figuras 61-66:

Figura 61 Diox+PLLA (7%) + H,0+NaCl (5%) Figura 62 Diox+PLLA (7%) + H,0+NaCl (5%). Detalle
de los canales

Figura 63 Diox+PLLA (7%) + H20+{VaCI (5%). Detalle Figura 64 Diox+PLLA (7%) + (H,0+5-NaCl) (5%)
de poro y microporosidades

Figura 65 Diox+PLLA (7%) + (H,0+5-NaCl) (5%). Figura 66 Diox+PLLA (7%) + (H,0+5-NaCl) (5%).
Detalle de canales con cristales de NaCl (1) Detalle de canales con cristales de NaCl (2)
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Como puede verse, el tener un 5% de agua (pese a llevar sal) ha afectado a la
morfologia porosa, tal y como sucedia en el caso sin sal. No obstante, en el caso con
una cantidad de sal 5 veces mayor, se encontraron zonas en las que habia canales de
poros mas definidos, por lo que parece que al estar el agua ligada a la sal no interfiere
tanto en la disolucion de dioxano+PLLA. Esto se pudo también comprobar a simple
vista al afiadir el agua en las disoluciones, puesto que el agua salada no producia
ningun efecto visible importante, mientras que el agua sin sal hacia que precipitase el
PLLA, necesitandose mas agitacion y T2 para disolver los codgulos que se formaban.

También se puede comprobar que las cantidades de sal son pequefias para poder
manifestarse en abundancia en los scaffolds. De hecho, en la primera disolucion
(disolucién 8) no se pudieron encontrar cristales de NaCl en toda la superficie del
corte de la muestra. En la disolucién 9, la que contenia 5 veces mas sal que la
anterior, si que se pudieron ver algunos cristales pequefios de NaCl. Se identificaron
como tal ya que tenian una forma cubica caracteristica de este tipo de cristales [26].

6.5 DENSIDAD Y POROSIDAD

La caracterizacion por densidad y porosidad nos permite hacernos una idea de la
cantidad de poros que hay en el volumen total del scaffold. Se ha afiadido también un
estudio del tamafio de poro, que se ha obtenido analizando las imagenes del FESEM
del apartado anterior.

En la Tabla 10 se han representado los valores de tamafio de poro, densidad y
porosidad de las muestras analizadas.

Tabla 10 Tamafio de poro, densidad y porosidad de scaffolds

Ne MUESTRA TAMANO DE DENSIDAD POROSIDAD

PORO (um) (g/mL) (%)
1 PLLA 3% (Aleat.) 15-40 1,21 89,59
2 PLLA 5% (Aleat.) 10 - 25 1,26 87,84
3 PLLA 7% (Aleat.) 5-20 1,25 86,61
4 PLLA 10% (Aleat.) 5-10 1,26 84,36
0 .
5 SIL LA 76 (DTS 5-15 1,26 82,99
contacto directo
0 )
6 PLLA 7% (Direc.) 5-12,5 1,25 84,27
contacto aluminio
0, 0,
y  CLLETO0S S L 520 1,26 86,58
(Direc.)
0, 0,
8 PLLA 7% + 10% H20 5 _30 125 86,04

(Direc.)
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De los datos obtenidos se puede deducir que a mas concentracién de PLLA en la
disolucion utilizada para preparar el scaffold, menor porosidad tendra éste. También
es interesante destacar que las muestras con poro direccional resultaron ser menos
porosas que las aleatorias. Esto ultimo probablemente se deba a que como los
scaffolds con poro aleatorio tienen mayor tamafio de poro en algunos casos, con el
método de caracterizacion utilizado es posible que haya entrado mas facilmente el n-
octano dentro de las muestras, haciendo que el scaffold tuviera menos aire dentro y
por tanto acabase resultando en una mayor porosidad.

Es curioso también que el agua no parece afectar a la porosidad. Cambia la
morfologia de los poros, haciéndolos mas aleatorios y afectando a las propiedades
mecanicas, pero la porosidad se mantiene en valores similares a los de la misma
concentracion de PLLA con poro aleatorio.

Las densidades son las mismas practicamente para todos los scaffolds analizados. La
Unica que presenta una diferencia algo mas notoria es la muestra 1 y probablemente
se deba a el error que pueda haber ocurrido en las medidas, ya que al ser la primera
muestra analizada el método aun no estaba tan practicado como en las siguientes.

En cuanto a los resultados de tamafio de poro, se aprecia cdmo a menores
concentraciones de PLLA los poros tienen un rango mas amplio de tamafos, que se
va disminuyendo junto con el tamafio en general a medida que se aumenta la
concentracion. Es notorio también que los poros alineados también producen una
disminucién del rango de tamafio respecto a su misma concentracién con poro
aleatorio. El agua afecta haciendo que los poros tengan mas variabilidad de tamafio y,
por lo tanto, aumentando el rango de tamafio de poros.

A continuacion se representara una grafica con los resultados mostrados en la Tabla
10. En la, se han rellenado de color rojo las barras que representan la porosidad de
los scaffold con poros aleatorios, de verde las que representan la porosidad de los de
poro alineado y de morado las que representan la porosidad de las muestras con
agua. La densidad se ha representado con la linea de puntos azul.

Densidad (g/mL)

95 1,4
93 2
<& * < * * * * 1,2
91
89 . : 1
L Porosidad ¥=Densidad
~ 87
o\c 0,8
—' 85
=
& 83 0,6
=
v 81
4 0,4
‘5 79
0,2
A 77
75 0
1 2 3 4 5 6 7 8

N2 de muestra

Figura 67 Grafica con la porosidad y la densidad de las muestras analizadas
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7 CONCLUSIONES

Se ha logrado obtener estructuras porosas con los dos métodos propuestos: Freeze-
Drying y Freeze-Extraction. Se ha comprobado que el primero presenta mejor
morfologia de poro, por lo que se considera el Freeze-Drying como el mejor método
de obtencidn de scaffolds en este proyecto.

Se ha conseguido obtener scaffolds con poros unidireccionales alineados utilizando el
método de Freeze-Drying en un proceso de congelacién controlada, creando un
gradiente de temperaturas en la direccion que se desea obtener la porosidad. Se
considera que el montaje en el que se utiliza una placa de aluminio como barrera de
intercambio de calor entre la disolucion y el nitrégeno liquido es el mas adecuado de
todos los probados porque ofrece un mejor control de la congelacion.

Se ha analizado la morfologia de los scaffolds gracias a la microscopia electrénica.
Con esto se ha podido determinar que la disoluciéon con un 7% de PLLA en dioxano
(w/w) era la mas adecuada para aplicaciones de regeneracion muscular por tener
una buena morfologia de poro y a la vez suficiente material como para que sus
propiedades mecanicas no se viesen resentidas.

Los ensayos térmicos realizados indican que los scaffolds cargados con cloruro sodico
presentan una mayor cristalinidad inicial. No obstante, este contenido en sales
también supone una disminucion en la temperatura de degradacién del soporte.

En cuanto a las caracteristicas mecanicas, se ha podido constatar que el agua en la
disolucion con PLLA y dioxano afecta muy negativamente al moédulo elastico,
disminuyéndolo notablemente, con independencia de contener sales o no. También
se ha obtenido un resultado muy satisfactorio para los scaffolds con el poro alineado,
ya que se ha podido comprobar que presentan un mddulo de Young mas elevado que
los scaffolds con la misma cantidad de PLLA y el poro aleatorio.

La densidad de las muestras no parece sufrir variaciones significativas en ninguna de
las disoluciones preparadas. No obstante, la porosidad si que varia con la
concentracion de polimero en la disolucién: a mayor cantidad de PLLA, menor
porosidad. Se ha observado también que el agua parece no tener influencia alguna en
la porosidad. Sin embargo, los scaffolds con poro alineado presentan una ligera
disminucidén en la porosidad respecto a los que tenian el poro aleatorio.

En resumen, se ha cumplido el objetivo de sintetizar scaffolds con poros alineados
para crear una matriz extracelular artificial que sirva de soporte para el cultivo de
células musculares. Asi mismo, se ha realizado la caracterizacion fisico-quimica y
morfologica de los scaffolds preparados.

Y ya para concluir, se puede afirmar que, a falta de mas pruebas y andlisis mas
exhaustivos que den validez a los datos presentados en este proyecto, los scaffolds
preparados con una disolucion de dioxano + PLLA (7%) (w/w), utilizando el método
de Freeze-Drying con congelacidn controlada con una placa de aluminio como medio
de intercambio de calor para obtener poros alineados, es la mas adecuada para el
cultivo in vitro de células musculares. Ademas, se ha comprobado la presencia de
cristales de cloruro sodico en los scaffolds; sin embargo es necesaria la realizacion de
mas experimentos para determinar la concentracion requerida de diferentes sales
para la liberacién de iones en aplicaciones de ingenieria tisular.
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8 GLOSARIO DE TERMINOS

- PLLA: Acido poli-L-lactico, del inglés Poly-L-Lactic Acid

— FESEM: Microscopio electrénico de emision de campo, del inglés Field Emission
Scanning Electron Microscope

— SEM: Microscopio electrdnico de barrido, del inglés Scanning Electron Microscope

— Scaffolds: Andamios en inglés, son los soportes celulares de PLLA en este
proyecto

— CBIT: Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular
— UPV: Universitat Politecnica de Valéncia

— ETSID: Escuela Técnica Superior de Ingenieria del Disefio
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9 PLIEGO DE CONDICIONES

En este apartado se incluiran los elementos a tener en cuenta previos a la realizacion
del proyecto. Se dividira en:

* Pliego de condiciones generales: donde se recogeran las condiciones
legales y normativas aplicables al proyecto.

* Pliego de especificaciones técnicas: donde se especificaran las
caracteristicas técnicas y de seguridad de los materiales y los equipos
utilizados.

* Pliego de prescripciones de gestion de los residuos: donde se considera
todo lo relacionado con las operaciones de tratado de residuos.

9.1 PLIEGO DE CONDICIONES GENERALES

9.1.1 NORMATIVA

Se ha seguido la normativa establecida por el C.B.LT. en cuanto a seguridad en el
trabajo, salud y proteccion medioambiental. Todas las normas para esto estan
incluidas en el “Manual Basico de Seguridad y Prevencion de Riesgos del C.B.L.T.”, que
a su vez esta sujeto al “Manual de Prevencion de Riesgos Laborales de la U.P.V.”, asi
como a toda la normativa vigente para proyectos de investigacion experimental, que
es el marco en el que el proyecto ha sido llevado a cabo. Todas las normas de
seguridad e higiene en el trabajo asumidas, pues, han sido dictaminadas y reguladas
por el Ministerio de Trabajo.

La normativa aplicada a este proyecto se enmarca en los denominados “de
investigacion experimental”, y es la empleada durante todo el trabajo en el
laboratorio. Dicha normativa de Seguridad e Higiene en el Trabajo esta regulada por
el Ministerio de Trabajo. Concretamente, se tiene en especial consideracién en
cumplimiento de la Ordenanza General de Seguridad e Higiene en el trabajo, que
corresponde a lo estipulado en el B.O.E n? 269 del 10 noviembre de 1995 en
referencia a la ley ordinaria de Prevencion de Riesgos naturaleza del tipo de
investigacion, los materiales utilizados y el entorno de trabajo son:

* Articulo 16 “Plan de prevencién de riesgos laborales, evaluacion de los riesgos y
planificacion de la actividad preventiva”

Modificado por LEY 54/2003

1. La prevencién de riesgos laborales debera integrarse en el sistema general de
gestion de la empresa, tanto en el conjunto de sus actividades como en todos
los niveles jerarquicos de ésta, a través de la implantacién y aplicaciéon de un
plan de prevencién de riesgos laborales a que se refiere el parrafo siguiente.
Este plan de prevencion de riesgos laborales debera incluir la estructura
organizativa, las responsabilidades, las funciones, las practicas, los
procedimientos, los procesos y los recursos necesarios para realizar la accion
de prevencion de riesgos en la empresa, en los términos que
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reglamentariamente se establezcan.
Modificado por LEY 54/2003

2. Los instrumentos esenciales para la gestion y aplicacion del plan de
prevencidon de riesgos, que podran ser llevados a cabo por fases de forma
programada, son la evaluacién de riesgos laborales y la planificacion de la
actividad preventiva a que se refieren los parrafos siguientes:

a. El empresario debera realizar una evaluacion inicial de los riesgos para
la seguridad y salud de los trabajadores, teniendo en cuenta, con
caracter general, la naturaleza de la actividad, las caracteristicas de los
puestos de trabajo existentes y de los trabajadores que deban
desempeiiarlos. Igual evaluacion debera hacerse con ocasiéon de la
eleccion de los equipos de trabajo, de las sustancias o preparados
quimicos y del acondicionamiento de los lugares de trabajo. La
evaluacion inicial tendra en cuenta aquellas otras actuaciones que
deban desarrollarse de conformidad con lo dispuesto en la normativa
sobre proteccion de riesgos especificos y actividades de especial
peligrosidad. La evaluacién sera actualizada cuando cambien las
condiciones de trabajo y, en todo caso, se sometera a consideracién y
se revisara, si fuera necesario, con ocasion de los dafios para la salud
que se hayan producido.

Cuando el resultado de la evaluacion lo hiciera necesario, el
empresario realizara controles periddicos de las condiciones de trabajo
y de la actividad de los trabajadores en la prestacion de sus servicios,
para detectar situaciones potencialmente peligrosas.

b. Si los resultados de la evaluacién prevista en el parrafo a) pusieran de
manifiesto situaciones de riesgo, el empresario realizara aquellas
actividades preventivas necesarias para eliminar o reducir y controlar
tales riesgos. Dichas actividades seran objeto de planificacion por el
empresario, incluyendo para cada actividad preventiva el plazo para
llevarla a cabo, la designacion de responsables y los recursos humanos
y materiales necesarios para su ejecucion.

El empresario debera asegurarse de la efectiva ejecucion de las
actividades preventivas incluidas en la planificacion, efectuando para
ello un seguimiento continuo de la misma.

Las actividades de prevencion deberan ser modificadas cuando se
aprecie por el empresario, como consecuencia de los controles
periddicos previstos en el parrafo a) anterior, su inadecuacién a los
fines de proteccion requeridos.

Afadido por LEY 25/2009.

2bis. Las empresas, en atencidn al nimero de trabajadores y a la naturaleza
y peligrosidad de las actividades realizadas, podran realizar el plan de
prevencidn de riesgos laborales, la evaluacion de riesgos y la planificacion de

la actividad preventiva de forma simplificada, siempre que ello no suponga
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una reduccion del nivel de proteccién de la seguridad y salud de los
trabajadores y en los términos que reglamentariamente se determinen.

3. Cuando se haya producido un dafio para la salud de los trabajadores o cuando,
con ocasion de la vigilancia de la salud prevista en el articulo 22, aparezcan
indicios de que las medidas de prevencion resultan insuficientes, el
empresario llevara a cabo una investigacion al respecto, a fin de detectar las
causas de estos hechos.

* Articulo 17 “Equipos de trabajo y proteccion”

1. El empresario adoptara las medidas necesarias con el fin de que los equipos
de trabajo sean adecuados para el trabajo que deba realizarse y
convenientemente adaptados a tal efecto, de forma que garanticen la
seguridad y la salud de los trabajadores al utilizarlos.
Cuando la utilizacién de un equipo de trabajo pueda presentar un riesgo
especifico para la seguridad y la salud de los trabajadores, el empresario
adoptara las medidas necesarias con el fin de que:

a. La utilizacion del equipo de trabajo quede reservada a los encargados
de dicha utilizacion.

b. Los trabajos de reparacion, transformaciéon, mantenimiento o
conservacion sean realizados por los trabajadores especificamente
capacitados para ello.

2. El empresario debera proporcionar a sus trabajadores equipos de proteccion
individual adecuados para el desempefio de sus funciones y velar por el uso
efectivo de los mismos cuando, sean necesarios.
Los equipos de proteccion individual deberan utilizarse cuando los riesgos no
se puedan evitar o no puedan limitarse suficientemente por medios técnicos
de proteccién colectiva o mediante medidas, métodos o procedimientos de
organizacion del trabajo.

* Articulo 18 “Informacion consulta y participacién de los trabajadores”

1. A fin de dar cumplimiento al deber de proteccién establecido en la presente
Ley, el empresario adoptara las medidas adecuadas para que los trabajadores
reciban todas las informaciones necesarias en relacién con:

a. Los riesgos para la seguridad y la salud de los trabajadores en el
trabajo, tanto aquellos que afecten a la empresa en su conjunto como a
cada tipo de puesto de trabajo o funcion.

b. Las medidas y actividades de proteccion y prevencion aplicables a los
riesgos sefialados en el apartado anterior.

c. Las medidas adoptadas de conformidad con lo dispuesto en el articulo
20 de la presente Ley.
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En las empresas que cuenten con representantes de los trabajadores, la
informacion a que se refiere el presente apartado se facilitara por el
empresario a los trabajadores a través de dichos representantes; no obstante,
debera informarse directamente a cada trabajador de los riesgos especificos
que afecten a su puesto de trabajo o funciéon y de las medidas de protecciéon y
prevencidn aplicables a dichos riesgos.

2. El empresario debera consultar a los trabajadores, y permitir su participacion,
en el marco de todas las cuestiones que afecten a la seguridad y a la salud en
el trabajo, de conformidad con lo dispuesto en el capitulo V de la presente Ley.
Los trabajadores tendran derecho a efectuar propuestas al empresario, asi
como a los 6rganos de participacion y presentacion previstos en el capitulo V
de esta Ley, dirigidas a 1a mejora de los niveles de proteccion de la seguridad y
la salud en la empresa.

* Articulo 19 “Formacidn de los trabajadores”

1. En cumplimiento del deber de proteccién, el empresario deberd garantizar
que cada trabajador reciba una formacién teodrica y practica, suficiente y
adecuada, en materia preventiva, tanto en el momento de su contratacidn,
cualquiera que sea la modalidad o duraciéon de ésta, como cuando se
produzcan cambios en las funciones que desempeiie o se introduzcan nuevas
tecnologias 0 cambios en los equipos de trabajo.
La formacién debera estar centrada especificamente en el puesto de trabajo o
funciéon de cada trabajador, adaptarse a la evolucion de los riesgos y a la
aparicion de otros nuevos y repetirse periddicamente, si fuera necesario.

2. Laformacion a que se refiere el apartado anterior debera impartirse, siempre
que sea posible, dentro de la jornada de trabajo o, en su defecto, en otras
horas pero con el descuento en aquélla del tiempo invertido en la misma. La
formacién se podra impartir por la empresa mediante medios propios o
concertandola con servicios ajenos, y su coste no recaera en ninguin caso
sobre los trabajadores.

* Articulo 20 “Medidas de emergencia”

El empresario, teniendo en cuenta el tamafio y la actividad de la empresa, asi como la
posible presencia de personas ajenas a la misma, deberd analizar las posibles
situaciones de emergencia y adoptar las medidas necesarias en materia de primeros
auxilios, lucha contra incendios y evacuaciéon de los trabajadores, designando para
ello al personal encargado de poner en practica estas medidas y comprobando
periddicamente, en su caso, su correcto funcionamiento. El citado personal debera
poseer la formacion necesaria, ser suficiente en nimero y disponer del material
adecuado, en funcion de las circunstancias antes sefialadas.

Para la aplicacion de las medidas adoptadas, el empresario debera organizar las
relaciones que sean necesarias con servicios externos a la empresa, en particular en
materia de primeros auxilios, asistencia médica de urgencia, salvamento y lucha
contra incendios, de forma que quede garantizada la rapidez y eficacia de las mismas.
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9.2 PLIEGO DE ESPECIFICACIONES TECNICAS

9.2.1 FICHAS DE SEGURIDAD DE LOS REACTIVOS

Para la obtencion de las fichas de seguridad de los reactivos, se ha buscado la
informacion proporcionada por los proveedores, donde vienen dadas tanto la
nomenclatura del material como las caracteristicas, propiedades y recomendaciones
de seguridad que hay que tener siempre presente a la hora de trabajar con ellos.

9.2.1.1 NITROGENO LIQUIDO

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O PREPARADO Y DE LA SOCIEDAD 0 LA
EMPRESA
* Nombre comercial: Nitrogeno liquido
* Numero de la ficha de datos de seguridad: 089B-1
* Uso: Varios
* Foérmula quimica: N2
* Identificacion de la compania: Al Air Liquide Espafia S.A., P2 de la Castellana,
35 28046 Madrid (Espafia)
* Numero de teléfono de emergencia: 915029300

2. COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

* Sustancia/Mezcla: Sustancia

* Nombre del componente: Nitrogeno (liquido)
* Contenido: 100%

* Numero de CAS: 7727-37-9

* Numero CE: 231-783-9

No contiene otros componentes o impurezas que puedan influir en la clasificacion del
producto.

3. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

* Identificacion de riesgos: Gas licuado fuertemente refrigerado. El contacto con
el producto puede producir quemaduras por frio o congelacion. Puede causar
asfixia en altas concentraciones.

* Primeras vias de exposicion: En condiciones normales ninguno.

4. PRIMEROS AUXILIOS
* Inhalacion: A elevadas concentraciones puede causar asfixia. Los sintomas

pueden incluir la pérdida de la consciencia o de la movilidad. La victima puede
no haberse dado cuenta de la asfixia.
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Retirar a la victima a un area no contaminada llevando colocado el equipo de
respiracion autonoma. Mantener a la victima caliente y en reposo. Llamar al
doctor.

Aplicar la respiracion artificial si se para la respiracion.

Contacto con la piel y con los ojos: Lavar inmediatamente los ojos con agua
durante, al menos, 15 minutos.

En caso de congelacién rociar con agua durante 15 minutos. Aplicar un
vendaje estéril. Obtener asistencia médica.

La ingestidn no esta considerada como una via potencial de exposicion.

MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS

Tipo de inflamabilidad: No inflamable.

Riesgos especificos: La exposicion al fuego puede causar la rotura o explosion
de los recipientes.

Productos peligrosos de la combustion: Ninguno.

Medios para extinguir incendios: Se pueden utilizar todos los extintores
conocidos.

Métodos especificos: Si es posible detener la fuga de producto. Colocarse lejos
del recipiente y enfriarlo con agua desde un recinto protegido. Si fuga no rociar
agua sobre el recipiente. Utilizar el agua para contener el fuego en el area
circundante, desde un lugar protegido.

Equipo de proteccidon especial para la actuacidon en incendios: En espacios
confinados utilizar equipos de respiracion autonoma de presion positiva.

MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

Precauciones personales: Evacuar el area. Usar ropa de proteccion. Utilizar
equipos de respiracién auténoma cuando entren en el area a menos que esté
probado que la atmosfera es segura. Asegurar la adecuada ventilacion de aire.
Precauciones para la proteccion del medio ambiente: Intentar parar el
escape/derrame. Prevenir la entrada en alcantarillas, s6tanos, fosos de trabajo
o en cualquier lugar donde la acumulacién pueda serpeligrosa.

Métodos de limpieza: Ventilar la zona.

MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

Almacenamiento: Mantener el contenedor por debajo de 50°C, en un lugar
bien ventilado.

Manipulacién: Debe prevenirse la filtracion de agua al interior del recipiente.
No permitir el retroceso hacia el interior del recipiente. Utilizar solo equipo
especificamente apropiado para este producto y para su presion y
temperatura de suministro, en caso de duda contacte con su suministrador.
Solicitar del suministrador las instrucciones de manipulaciéon de los
contenedores.
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8. CONTROLES DE LA EXPOSICION / PROTECCION PERSONAL

Proteccién personal: Asegurar una ventilacién adecuada. Proteger los ojos,
caray piel de las salpicaduras deliquido.

Proteccidn de las vias respiratorias: Equipo respiratorio indicado.

Proteccién de las manos: Utilizar guantes de neopreno.

Proteccién para la piel: Usese indumentaria protectoraadecuada.

Proteccién para los ojos: Gafas quimicas i pantalla de mano con gafas de
seguridad.

9. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

Estado fisico a 20 9C: Gas licuado fuertemente refrigerado.

Color: Liquido incoloro.

Olor: Sin olor que advierta sus propiedades.

Masa molecular: 28

Punto de fusion (°C): -210 °C

Punto de ebullicién (°C): -196°C

Temperatura critica (°C): -147 °C

Presion de vapor, 20 9C: Inaplicable.

Densidad relativa del gas (aire=1): 0.97

Densidad relativa del liquido (agua=1):0.8

Solubilidad en agua (mg/1): 20

Otros datos: El vapor es mas pesado que el aire. Puede acumularse en
espacios confinados, particularmente al nivel del suelo o ensétanos.

10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

Estabilidad y reactividad: Estable en condiciones normales. Las fugas de
liquido pueden producir fragilidad en materialesestructurales.

Productos de descomposicion peligrosos: No conocido.

Materiales a evitar: Acero.

11. INFORMACION TOXICOLOGICA

Informacion sobre toxicidad: No se conocen los efectos toxicoldgicos de este
producto.

Dermal: No hay efecto conocido debido a una exposicion cronica a este
producto en condiciones normales de uso.

Ocular: No hay efecto conocido debido a una exposicién cronica a este
producto en condiciones normales de uso.

Ingestion: No hay efecto conocido debido a una exposiciéon crénica a este
producto en condiciones normales de uso.
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12. INFORMACION ECOLOGICA

* Informacién sobre efectos ecoldgicos: Puede causar hielo que dafie a la
vegetacion.

13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION

- General: No descargar dentro de ningun lugar donde su acumulaciéon pudiera ser
peligrosa. Contactar con el suministrador si se necesita orientacidn.

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

« NoUN: 1977
¢ HlIn%22
ADR/RID

e Nombre propio para el transporte: UN1977 NITROGENO LIQUIDO
REFRIGERADO (Nitrégeno (Liquido)), 22, 3A

* ADRClase: 2

* (Codigo de clasificacion ADR/RID: 3 A

* Grupo de embalaje ADR: A

* Etiquetado segin ADR: Etiqueta 2.2: Gas no inflamable, no téxico.

Otras informaciones para el transporte:

* Evitar el transporte en los vehiculos donde el espacio de la carga no esté
separado del compartimento del conductor.

* Asegurar que el conductor esta enterado de los riesgos potenciales de la carga
y que conoce que hacer en caso de un accidente o de una emergencia.

* Antes de transportar las botellas: Aseglrese de que los recipientes estan bien
fijados.

* Asegurarse que las valvulas de las botellas estan cerradas y nofugan.

* Asegurarse que el tapon del acoplamiento de la valvula (cuando exista) esta
adecuadamente apretado.

* Asegurarse que la caperuza de la valvula o la tulipa, (cuando exista), esta
adecuadamente apretada.

* Asegurar una ventilacién adecuada.

* Asegurarse de cumplir con la legislaciénaplicable.

15. INFORMACION REGLAMENTARIA
Clasificacion CE:

* Noincluido en el anexo I.
* No clasificada como mezcla peligrosa.
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Etiquetado CE: No requiere etiquetado CE.

e Simbolo(s): Ninguno.
* Frase(s) R: Ninguno.
* Frase(s) S: Ninguno.

16. OTRA INFORMACION
Puede causar congelacion.
Consérvese el recipiente en lugar bien ventilado. No respirar los gases.

Asegurese que se cumplen las normativas nacionales y locales. Asfixiante a altas
concentraciones.

El riesgo de asfixia es a menudo despreciado y debe ser recalcado durante la
formacién de los operarios.

La presente Ficha de Datos de Seguridad estd establecida de acuerdo con las
Directivas Europeas en vigor y se aplica a todos los paises que han transpuesto las
Directivas en su derecho nacional.

Antes de utilizar el producto en un nuevo proceso o experimento, debe llevarse a
cabo un estudio completo de seguridad y de compatibilidad de los materiales. Los
detalles dados son ciertos y correctos en el momento de llevarse este documento a
impresidn. A pesar de que durante la preparacion de este documento se ha tomado
especial cuidado, no se acepta ninguna responsabilidad por las lesiones o los dafios
resultantes.

9.2.1.2 ETANOL
Ficha de datos de seguridad segin 1907/2006/CE, Articulo 31 (REACH)

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O MEZCLA Y DE LA SOCIEDAD O LA
EMPRESA

e Identificador del producto

Nombre comercial: Etanol absoluto, para sintesis

Numero del articulo: ET0002

Numero de CAS: 64-17-5

Numero CE: 200-578-6

Numero de clasificacion: 603-002-00-5

Numero de registro: 01-2119457610-43-XXXX

Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos
desaconsejados: No existen mas datos relevantes disponibles

Utilizacion del producto/ de la elaboracién: Reactivo delaboratorio

O O O O O O O

O
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* Datos del proveedor de la ficha de datos de sequridad

o Fabricante/distribuidor: Scharlab, S.L.
C/Gato Pérez, 33. Pol. Ind. Mas d’en Cisa 08181 Sentment (Barcelona)
SPAIN
Tel: (+34) 93 745 64 00. FAX: (+34) 93 715 27 65
Email: scharlab@scharlab.com
Internet Web Site: www.scharlab.com
 Area de informacién: Departamento técnico
* Teléfono de emergencia: Scharlab, S.L. (+34) 93 715 1811

2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

* C(lasificacion de la sustancia o de la mezcla
o Clasificacion con arreglo al Reglamento (CE) n? 127/2008

GHSO02 llama

Flam. Liq. 2 H225 Liquido y vapores muy inflamables
¢ (lasificacién con arreglo a la Directiva 67/548/CEE o Directiva 1999/45/CE
F; Facilmente inflamable

" |R11: Facilmente inflamable.

* Indicaciones adicionales sobre los riesgos para personas y el medio
ambiente: Nulo.
* Elementos de la etiqueta
o Etiquetado con arreglo al Reglamento (CE)n2127/2008
La sustancia se ha clasificado y etiquetado de conformidad con el
reglamento CLP.
o Pictogramas de peligro

GHSO02 llama

* Palabra de advertencia: Peligro
* Indicaciones de peligro

H225 Liquido y vapores muy inflamables.
* Consejos de prudencia

P210 Mantener alejado de fuentes de calor, chispas, llama abierta o
superficies calientes. -No fumar.

P241 Utilizar un material eléctrico, de ventilacion o de
iluminacion/antideflagrante.

P280 Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.
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P240 Conectar a tierra/enlace equipotencial del recipiente y del
equipo de recepciéon

P303+P361+P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo):

Quitarse inmediatamente las prendas contaminadas. Aclararse la piel con

agua o ducharse.

P501 Eliminar el contenido o el recipiente conforme a Ila
reglamentacionlocal /regional /nacional/internacional.

Otros peligros

Resultados de la valoracion PBT y mPmB
o PBT: No aplicable.
o mPmB: No aplicable.

COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

Caracterizaciéon quimica: Sustancias
Denominacién N® CAS: 64-17-5 etanol
Numero(s) de identificacion

o Numero CE: 200-578-6

o Numero de clasificaciéon: 603-002-00-5

PRIMEROS AUXILIOS
Descripcion de los primeros auxilios

o En caso de inhalacion del producto: Suministrar aire fresco. En caso de
trastornos, consultar aun médico.

o En caso de contacto con la piel: Por regla general, el producto no irrita
la piel.

o En caso de contacto con los ojos: Limpiar los ojos abiertos durante
varios minutos con agua corriente.

o En caso de ingestion: Consultar un médico si los trastornos persisten.

Indicaciones para el médico:

o Principales sintomas y efectos, agudos y retardados: No existen mas
datos relevantes disponibles.

Indicacion de toda atencion médica y de los tratamientos especiales que
deban dispensarse inmediatamente: No existen mas datos relevantes
disponibles.

MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS

Medios de extincion

o Sustancias extintoras apropiadas:
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o COz, polvo extintor o chorro de agua rociada. Combatir incendios
mayores con chorro de agua.

* Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla: No existen mas
datos relevantes disponibles.

* Recomendacioén para el personal de lucha contraincendios

* Equipo especial de proteccion: No se requieren medidas especiales.

6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

* Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de
emergencia

o Llevar puesto equipo de proteccion. Mantener alejadas las personas sin
proteccion.

* Precauciones relativas al medio ambiente: Diluir con mucha agua.

o Evitar que penetre en la canalizacion/aguas de superficie/agua
subterraneas.

* Métodos y material de contencion y delimpieza:

Quitar con material absorbente (arena, kieselgur, aglutinante de acidos,
aglutinante universal, aserrin).
Asegurar suficiente ventilacion.

* Referencia a otras secciones

Ver capitulo 7 para mayor informacion sobre una manipulacién segura.

Ver capitulo 8 para mayor informacién sobre el equipo personal de
proteccion.

Para mayor informacion sobre cémo desechar el producto, ver capitulo 13.

7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO
* Manipulacién:

o Precauciones para una manipulacion segura: Si se manipulan
correctamente, no se requieren medidas especiales.

o Prevencion de incendios y explosiones:
Mantener alejadas las fuentes de encendido: No fumar. Tomar medidas
contra las cargas electrostaticas.

e Almacenamiento:

o Exigencias con respecto al almacén y los recipientes: Almacenar en un
lugar fresco.
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o Normas en caso de un almacenamiento conjunto: No es necesario.

o Indicaciones adicionales sobre las condiciones de almacenamiento:
Mantener el recipiente cerrado herméticamente.
Almacenarlo en envases bien cerrados en un lugar fresco y seco.

o Usos especificos finales: No existen mas datos relevantes disponibles.

CONTROLES DE EXPOSICION/PROTECCION INDIVIDUAL

Instrucciones adicionales para el acondicionamiento de instalaciones
técnicas: Sin datos adicionales, ver punto 7.

Parametros de control

Componentes con valores limite admisibles que deben controlarse en el
puesto de trabajo: 64-17-5 etanol

LEP () Valor de corta duracion: 1910 mg/ms3, 1000 ppm

Indicaciones adicionales: Como base se han utilizado las listas vigentes en el
momento de la elaboracién.

Controles de la exposicion

o Equipo de proteccion individual:

o Medidas generales de proteccion e higiene:

Lavarse las manos antes de las pausas y al final del trabajo.

o Proteccion respiratoria: No es necesario.

o Proteccion de manos: El material del guante debera ser impermeable y
resistente al producto / substancia / preparado. Ante la ausencia de
test especificos, no se puede recomendar ningiin material especifico
para guantes de proteccion contra el producto / preparado / mezcla de
substancias quimicas.

Seleccion del material de los guantes en funcién de los tiempos de
rotura, grado de permeabilidad y degradacion.

Material de los guantes
La eleccion del guante adecuado no depende Unicamente del material,
sino también de otras caracteristicas de calidad, que pueden variar de
un fabricante a otro.

Tiempo de penetracion del material de los guantes
El tiempo de resistencia a la penetracion exacto debera ser pedido al
fabricante de los guantes. Este tiempo debe ser respetado.

o Proteccion de ojos:

O

o

Gafas de proteccion herméticas
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9. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS
o Informacion sobre propiedades fisicas y quimicasbadsicas

* Datos generales
o Aspecto: Forma: Liquido Color: Incoloro
o Olor: Similar al del alcohol
o Umbral olfativo: No determinado.
o Valor pH: No determinado.
* Cambio de estado:
Punto de fusion: -114.5 9C Punto de ebullicién: 78 °C
* Punto de inflamacién: 12 °C
* Inflamabilidad (sélido, gaseiforme): No aplicable.
* Temperatura de agnicion: 425 °C.
* Temperatura de descomposicion: No determinado.
* Autoinflamabilidad: No determinado.
* Peligro de explosion: El producto no es explosivo; sin embargo, pueden
formarse mezclas explosivas de vapor/aire.
* Limites de explosion: Inferior: 3.5 vol % ; Superior: 15 vol%
* Presion de vapor a 20 °C: 59 hPa
Densidad a 20 °C: 0.79 g/cm3
* Densidad relativa: No determinado.
* Densidad de vapor: No determinado.
* Velocidad de evaporacién: No determinado.
* Solubilidad en/ miscibilidad con agua a 20 °C: 1 g/1
* Coeficiente de reparto (n-octanol/agua): No determinado.
e Viscosidad: Dindmica a 20°C: 1.2 mPas ; Cinematica: No determinado.
* Informacioén adicional: No existen mas datos relevantes disponibles.

10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

* Reactividad

* Estabilidad quimica

* Descomposicion térmica/ condiciones que deben evitarse: No se
descompone al emplearse adecuadamente.

* Posibilidad de reacciones peligrosas: No se conoces reacciones peligrosas.

* (Condiciones que deben evitarse: No existen mdas datos relevantes
disponibles.

* Materiales incompatibles: No existen mas datos relevantesdisponibles.

* Productos de descomposicion peligrosos: No se conocen productos de
descomposicidn peligrosos.
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11. INFORMACION TOXICOLOGICA
o Informacién sobre los efectos toxicolégicos
* Toxicidad aguda:

o Valores LD/LC50 (dosis letal / dosis letal= 50%) relevantes para la
clasificacion:
Oral LD50 7060mg/kg (rata) ; Inhalatorio LC50/4 h 20000 mg/1 (rata)

* Efecto estimulante primario:

o Enla piel: No produce irritaciones.
o En el ojo: No produce irritaciones.
o Sensibilizacidn: No se conoce ningun efecto sensibilizante.

12. INFORMACION TOXICOLOGICA AMBIENTAL

* Toxicidad
o Toxicidad acuatica: No existen mas datos relevantes disponibles
o Persistencia y degradabilidad: No existen mas datos relevantes
disponibles.
* Comportamiento en sistemas ecoldgicos:
o Potencial de bioacumulacién: No existen mas datos relevantes
disponibles.
o Movilidad en el suelo: No existen mas datos relevantes disponibles.
* Indicaciones medioambientales adicionales:
o Indicaciones generales:
Nivel de riesgo para el agua 1 (clasificacion de listas): escasamente
peligroso para el agua. En estado no diluido o no neutralizado, no dejar
que se infiltre en aguas subterraneas, aguas superficiales o en
alcantarillados.
* Resultados de la valoracién PBT y mPmB
o PBT: No aplicable.
o mPmB: No aplicable.
o Otros efectos adversos: No existen mas datos relevantes disponibles.

13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION

* Métodos para el tratamiento de residuos
o Recomendacion: No debe desecharse con la basura doméstica. No debe
llegar al alcantarillado.
* Embalajes sin limpiar:
o Recomendacion: Eliminar conforme a las disposiciones oficiales.
* Producto de limpieza recomendado: Agua, eventualmente afiadiendo
productos de limpieza.
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14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

* Numero UN
* ADR,IMDG, IATA UN1170
* Designacion oficial de transporte de las Naciones Unidas

o ADR 1170 ETANOL (ALCOHOL ET{LICO)
o IMDG ETHANOL (ETHYL ALCOHOL)
o IATA ETHANOL

o Clase(s) de peligro para el transporte

o ADR

Clase 3 Liquidos inflamables

Etiqueta 3

Numero Kemler: 33

Numero EMS: F-E, S-D

Transporte a granel con arreglo al anexo Il del Convenio Marpol 73/78 y
del Codigo IBC: No aplicable.

* Transporte/datos adicionales:

o ADR

Cantidades limitadas (LQ) 1L

Categoria de transporte 2

Codigo de restriccion del tunel D/E

“Reglamentacion Modelo” de la UNECE: UN1170, ETANOL (ALCOHOL
ETILICO), 3,11

O O O O O

©)
@)
@)
@)

15. INFORMACION REGLAMENTARIA

* Evaluacion de la seguridad quimica: Una evaluacion de la seguridad quimica no
se ha llevado a cabo.

9.2.1.3 POLIACIDO-L-LACTICO (PLLA)

Ficha de datos de seguridad de acuerdo con 29 CFR 910.1200, ANSI Z400.1-2004, y
ISO011014-1:1994.

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O LA MEZCLA Y DE LA SOCIEDAD 0
LA EMPRESA

* Identificadores del producto

o Nombre del producto :Biopolimero Ingeo TM ; Referencia: 4042D
o Uso del producto: Puede ser usado para termoconformado, inyecciéon

en molde, revestimientos, moldeado por soplado y aplicaciones de
fibra.
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(@]

Proveedor: NatureWorks LLC, 15305 Minntonka Blvd, Minnetonka, MN
55345 USA

Centro de Informacion al Cliente: 800-664-6436
madsinquiry@natureworksllc.com

Teléfonos de emergencia (24 horas al dia):

Informacion médica (651) 632-9273

Informacion sobre el transporte CHEMTREC: 800-424-9300 (en EEUU)
Informacion sobre el transporte CHEMTREC: (703) 527-3887 (fuera de
EEUU)

2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

* Vision general de emergencia:

PRECAUCION: Puede causar irritacién de los ojos/piel. La combustién
produce humos nocivos y tdxicos. Evitar el contacto con la piel y los ojos.
Evitar la formacién de polvo y aerosoles.

@)
@)
©)
©)

Aspecto: Claro, transldcido, opaco, pellets.
Color: Transparente, translucido, opaco.
Estado fisico: Sélido.

Olor: Dulce.

* Efectos potenciales sobre la salud:

@)
©)

O

Contacto con ojos: El contacto con los ojos puede causarirritacion.
Contacto con la piel: La sustancia puede provocar una ligera irritacion
de la piel.

Ingestion: La ingestion puede causar irritaciéon gastrointestinal,
nauseas, vomitos y diarrea.

Inhalacién: La inhalacion de polvo puede causar dificultad para
respirar, opresion en el pecho, dolor de garganta y tos. Bajo riesgo para
manejo industrial o comercial normal.

Efectos sobre los érganos: No se observaron efectos en los 6rganos
después de la ingestion o exposicién dérmica en estudios con animales.
Sensibilizacién: No produce sensibilizacién en animales de
laboratorio

Peligros especificos: No hay informacién disponible.

Fuego: Polvo fino disperso en el aire puede encenderse.

Precauciones ambientales: No determinado. Ver seccién 12 para mas
informacion.
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Clasificacion NFPA

Salud: 1 Flamm: 1 Reactividad: 0 Espec1a.11: No
determinado
Clasificacion HMIS
Salud: 1 Flamm: 1 Reactividad: 0 EPI S:.NO
determinado

3. COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

Identificacion: Resina de polilactida 9051-89-2

Peso %: >98

Limites de exposicion OSHA: Ninguno

Limites de exposicion ACGIH: Ninguno

Todos los ingredientes en cantidades >1.0% (0.1% para los
carcinégenos) que son potencialmente peligrosos por las definiciones de
OSHA.

o Otras normas: Este material puede generar particulas no clasificables
(PNOC) La Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA)
PEL/TWA para PNOC es 15 mg / m3 para polvo y 5 mg/ m3 para la
fraccion respirable.

O O O O

PRIMEROS AUXILIOS

Teléfonos de emergencia (24 horas al dia):
Informaciéon médica (651) 632-9273
Informacion sobre el transporte CHEMTREC: 800-424-9300 (en EEUU)
Informacion sobre el transporte CHEMTREC: (703) 527-3887 (fuera de
EEUU)
Contacto con los ojos: Enjuagar inmediatamente con abundante agua,
también debajo de los parpados, por lo menos, 15 min. Llame inmediatamente
al médico.
Contacto con la piel: Lavar inmediatamente con abundante agua durante al
menos 15 minutos. Si persiste la irritacion en la piel, llame a un médico.
Refrescar la piel rapidamente con agua fria después del contacto con el
polimero caliente.
Inhalacién: Salir al aire libre. Llame inmediatamente al médico.
Ingestion: Beber agua como medida de precauciéon. No dar nada por la boca a
una persona inconsciente. No provocar vomitos sin consejo médico. Llame
inmediatamente al médico.
Notas para el médico: Tratar sintomaticamente.
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5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS

* Inflamabilidad:
o Temperatura de autoignicion: 388 °C

* Limites de inflamabilidad en aire:

o Limites de inflamabilidad en aire - inferior (%): Noaplicable.
o Limites de inflamabilidad en aire - superior (%): Noaplicable.

* Medios de extincion adecuados: Espuma. Agua. Diéxido de carbono (CO2).
Producto quimico seco. Espumas resistentes al alcohol son preferibles si estan
disponibles. De propdsito general espumas sintéticas (incluyendo AFFF) o
espumas de proteinas pueden funcionar, pero de manera mucho menos eficaz.

* Medios de extinciéon que no deben utilizarse por razones de seguridad:
No hay informacion disponible.

* Productos de descomposicion peligrosos: La combustion produce humos
nocivos y toxicos, aldehidos, monéxido de carbono (CO), diéxido de carbono
(CO2).

* Equipo de proteccion especial para los bomberos: Como en cualquier
incendio, llevar autonomo equipo de respiraciéon con demanda de presidn,
MSHA / NIOSH (aprobado o equivalente) y equipo completo de proteccion.

* Bajo condiciones de incendio: Enfrie los recipientes / tanques con
pulverizacién por agua. Vapor de agua puede ser usado para enfriar los
contenedores cerrados.

* Informacion adicional: El polvo fino disperso en el aire puede encenderse.
Los riesgos de ignicidon seguidos de propagacion de la llama o de explosiones
secundarias se pueden prevenir evitando la acumulaciéon de polvo, por
ejemplo, en pisos y repisas.

6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

o Precauciones personales: Utilicese equipo de proteccion personal. Ver
Seccién 8. Elimine todas las fuentes de ignicidn. Evitar la formacion de
polvo. Evite el contacto con la piel y los ojos. Barrer para prevenir el
riesgo de resbalones.

o Precauciones ambientales: No echar al agua superficial o al sistema de
alcantarillado sanitario. No permita que el material contamine el agua
del subsuelo.

o Meétodos de limpieza: Recoger en un contenedor apropiado para su
eliminacion.

7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

* Precauciones para una manipulacion sequra
o Evitese el contacto con los ojos y la piel. Evitar formacion de neblina.
Los trabajadores deben ser protegidos de la posibilidad de entrar en
contacto con el material fundido durante la manipulacién. Bajo riesgo
para manejo industrial o comercial normal. Usar equipo de proteccion
personal. Vea la Seccion 8.
* Almacenamiento
o Conservar en lugar fresco. Mantener a temperaturas inferior a (50°C).
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No hay restricciones en almacenamiento con otros productos.

o Precauciones: No requiere precauciones especiales.

8. CONTROLES DE EXPOSICION/PROTECCION INDIVIDUAL

o Disposiciones de ingenieria: Donde sea razonablemente practicable,
esto debe lograrse mediante el uso ventilaciéon local y una buena
extraccion general.

o Debe disponer de extraccion adecuada en aquellos lugares donde se
forma polvo.

o Parametros de control: Ninguno

o Equipo de proteccion individual:

Proteccion de ojos: Gafas protectoras con cubiertas laterales.
Proteccion piel y cuerpo: Indumentariaimpermeable.
Proteccion respiratoria: Se debe usar mascarilla si se expone al
polvo. Se necesita proteccidon respiratoria si alguno de los
limites de exposicidon de la Seccién 2 se superan. Consulta a un
profesional de higiene industrial antes de la seleccion del
respirados a utilizar.

ADVERTENCIA: Los respiradores purificadores de aire no
protegen a los trabajadores en atmdsferas deficientes de
oxigeno.

Proteccion de las manos: Proteccion preventiva de la piel.
Medidas de higiene: Evitar el contacto con la piel, ojos yropa.

o Limites de exposicion: Ver la Seccion 3.

9. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

* Informacion sobre propiedades fisicas y quimicasbdsicas

O OO0 O OO O OO O OO OO 00O O0

Aspecto: Claro, transldcido, opaco, pellets.

Color: Claro, translucido, opaco.

Estado fisico: Solido.

Olor: Dulce.

pH: No aplicable

Presion de vapor: Sin determinar

Densidad de vapor: Sin determinar

Tasa de evaporacion: No determinado
Densidad: 1.24 g/ cc

Punto de ebullicién/rango: No aplicable.
Temperatura de descomposiciéon: 250 °C
Temperatura de fusién/rango: indeterminado
Solubilidad en agua: Insoluble

Solubilidad en otros disolventes: No se conocen.
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10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

* Estabilidad quimica
o Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.
* Condiciones a evitar
Temperaturas por encima de 230 °C
* Material que deben evitarse
Agentes oxidantes. Bases fuertes.
* Productos de descomposicion peligrosa
La combustion produce humos nocivos y tdxicos, aldehidos, monéxido de
carbono (CO), diéxido de carbono (COz2).
* Polimerizacion
No aplicable

11. INFORMACION TOXICOLOGICA

o

@)
@)

Vias principales de exposicion: Contacto con los ojos. Contacto con la
piel. Inhalacién. Ingestion.

Toxicidad aguda: No hubo efectos en 6rganos diana después de la
ingestion o absorcidn cutanea en estudios con animales.

Efectos locales: Puede causar irritacion de los ojos / piel. El polvo del
producto puede ser irritante para los ojos, la piel y el sistema
respiratorio. Puede causar una leve o moderada irritaciéon conjuntival
en irritacion de los ojos (estudios usando conejos). Puede causar
enrojecimiento muy leve. (estudios de irritaciéon dérmica utilizando
conejos).

La ingestion puede causar irritacion gastrointestinal, nduseas, vomitos
y diarrea.

Toxicidad a largo plazo: No produce reacciones alérgicas en la piel en
estudios de sensibilizacidn de la piel usando conejillos de indias.
Efectos especificos: Puede causar irritacion y / o dermatitis. La
ingestion puede causar irritacion gastrointestinal, nduseas, vémitos y
diarrea.

La inhalacién de polvo puede causar dificultad para respirar, opresion
en el pecho, dolor de garganta y tos. La combustion produce vapores
irritantes.

Efectos mutagénicos: No es mutageno en la prueba de AMES.

Toxicidad para la reproduccion: No hay datos disponibles sobre los
mismos.

Efectos carcindgenos: No hay datos disponibles sobre este producto.
Efectos sobre los 6rganos: No hubo efectos en 6rganos diana después
de la ingestion o exposicion dérmica en estudios con animales.

Piel: DL50 / dérmica / conejo> 2.000 mg / kg

Ingestion: DL50 / oral / rata> 5000 mg / kg.

12. INFORMACION ECOLOGICA

@)
@)

Movilidad: No hay datos disponibles.
Bioacumulacién: No debe bioacumularse. Intrinsecamente
biodegradable.
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o Efectos ecotoxicoldgicos: CE50/ 72 h / algas>1100 mg /L

13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION
* Métodos para el tratamiento de residuos

o De conformidad con las regulaciones locales y nacionales.

o No contaminar los estanques, rios o acequias con producto quimico o
envase usado. Contacte con el fabricante.
LA EMPRESA NO TIENE CONTROL SOBRE LAS PRACTICAS DE
GESTION NI LOS PROCESOS DE FABRICACION DE PARTES QUE
MANEJAN O USAN ESTE MATERIAL. LA INFORMACION PRESENTADA
EN ESTE DOCUMENTO SE REFIERE SOLAMENTE AL PRODUCTO
ENVIADO EN LAS CONDICIONES PREVISTAS Y DESCRITAS EN MSDS
SECCION 2. (Composicién / Informacién sobre los ingredientes).

o Envases contaminados: Vaciar el contenido restante. No vuelva a
utilizar los envases vacios. Los contenedores deben ser transportados
para su vacio usando un portador de residuos registrado.

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

¢ Departamento de EE.UU. de Transporte (DOT):

o Nombre propio del transporte: No estd regulado como un material
peligroso.

e IMDG:

Nombre propio del transporte: Ninguno
Clase de peligro: No estaregulado.

UN / ID .: Ninguno

Grupo de embalaje: Ninguno

o O O O

« ICAO /IATA:

o Nombre propio del transporte: Ninguno
o Clase de peligro: No esta regulado.
o Grupo de embalaje: Ninguno

15. INFORMACION REGLAMENTARIA

Requisitos reglamentarios estan sujetos a cambio y pueden diferir de un lugar a otro.
Es responsabilidad del comprador para asegurar que sus actividades cumplan con las
regulaciones federales, estatales o leyes provinciales y locales. La siguiente
informacion especifica se hace con el proposito de cumplir con numerosas leyes
federales, estatales o provinciales, y las leyes y reglamentos locales.

Ver otras secciones de informacion de salud y seguridad.
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REGLAMENTOS EE.UU
Sara 313 del titulo III: No listado. TSCA Inventario: Listado

REGULACIONES ESTATALES
Propuesta de California 65: No Listado

INVENTARIOS INTERNACIONALES

Inventario Canadiense DSL: Listado

Lista UE EINECS: Los componentes estan en cumplimiento y / o se enumeran. Japon
(ECL): Listado

Australia (AICS): Listado

Inventario de sustancias quimicas de Corea: Listado Filipinas (PICCS): No listado
Inventario existente de sustancias quimicas de China: Listado.

16. OTRA INFORMACION

Informacion en la etiqueta: Biopolimero Ingeo ™ Codigo de producto: 4042D

Razon de la revision: No aplicable Fecha de revision: 04/01/2010 Fecha:
05/24/2011

Restricciones recomendadas: Ninguno

Preparado por: NatureWorks LLC Salud y Seguridad

9.2.1.4 DIOXANO

Ficha de datos de seguridad segin 1907/2006/CE, Articulo 31 (REACH)

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O MEZCLA Y DE LA SOCIEDAD O LA
EMPRESA

Identificador del producto
o Nombre comercial: 1,4 - Dioxano, purisimo, estabilizado con 2.5 ppm de
2.6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT)
o Numero del articulo: DI11287
o Numero de CAS: 123-91-1
o Numero CE: 204-661-8
o Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos
desaconsejados: No existen mas datos relevantes disponibles.
o Utilizacién del producto/ de la elaboracién: Reactivo delaboratorio
Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad
o Fabricante/distribuidor: Scharlab, S.L.
C/Gato Pérez, 33. Pol. Ind. Mas d’en Cisa 08181 Sentment (Barcelona)
SPAIN
Tel: (+34) 93 745 64 00. FAX: (+34) 93 715 27 65
Email: scharlab@scharlab.com ; Internet Web Site: www.scharlab.com
Area de informacién: Departamento técnico
Teléfono de emergencia: Scharlab, S.L. (+34) 93 715 1811

83



2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

o Clasificacién con arreglo al Reglamento (CE) n? 1272/2008

@ GHSO02 llama

Flam. Liq. 2 H225 Liquido y vapores muy inflamables.

GHSO08 peligro para la salud

©

Carc. 2H351 Se sospecha que provoca cancer

GHSO07

&

Eye Irrit. 2 H319 Provoca irritacion ocular grave.
STOT SE 3 H335 Puede irritar las vias respiratorias.

Clasificacion con arreglo a la Directiva 67/548/CEE o Directiva
1999/45/CE

Xn; Nocivo

R40: Posibles efectos cancerigenos.

Xi; Irritante

R36/37: Irrita los ojos y las vias respiratorias
F; Facilmente inflamable

R11: Facilmente inflamable.

R19-66: Puede formar peréxidos explosivos. La exposicion repetida
puede provocar sequedad o formacidn de grietas en la piel.

Carc. Cat. 3
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Indicaciones adicionales sobre los riesgos para personas y el medio
ambiente: Debido al efecto desengrasante del disolvente, el contacto
prolongado o repetido con la piel puede provocar una dermatitis (inflamacion
de la piel).

Elementos de la etiqueta

oEtiquetado con arreglo al Reglamento (CE)n21272/2008

La sustancia se ha clasificado y etiquetado de conformidad con el
reglamento CLP

oPictogramas de peligro:

&

GHS02 GHS07 GHSO08

o Palabra de advertencia: Peligro.
o Indicaciones de peligro

H225 Liquido y vapores muy inflamables.
H319 Provoca irritacion ocular grave.
H351 Se sospecha que provoca cancer.
H335 Puede irritar las vias respiratorias.

Consejos de prudencia

P210 Mantener alejado de fuentes de calor, chispas, llama abierta o
superficies calientes. -No fumar.

P241 Utilizar un material eléctrico, de ventilacion o de

iluminacién/antideflagrante.

P303+P361+P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (oel pelo):
Quitarse inmediatamente las prendas contaminadas. Aclararse la piel
con agua o ducharse.

P305+P351+P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar
cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

Guardar bajo llave.

Eliminar contenido o el recipiente conforme a la reglamentacion
local/regional/nacional/internacional.

Datos adicionales

EUHO019 Puede formar peréxidos explosivos.
EUHO066 La explosion repetida puede provocar sequedad o formacion
de grietas en la piel.

Otros peligros
Resultados de la valoracion PBT y mPmB

o PBT: No aplicable
o mPmB: No aplicable.
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COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

Caracterizaciéon quimica: Sustancias
Denominacién N2 CAS: 123-91-1 1.4-dioxano
Numero(s) de identificacion

o Numero CE: 204-661-8

o Numero de clasificacién: 603-024-00-5

PRIMEROS AUXILIOS

Descripcion de los primeros auxilios
o En caso de inhalacion del producto: Suministrar aire fresco. En caso de
trastornos, consultar médico,
o En caso de contacto con la piel: Por regla general, el producto no irrita
la piel.
o En caso de contacto con los ojos: Limpiar los ojos abiertos durante
varios minutos con agua corriente.
o En caso de ingestion: Consultar un médico si los trastornos persisten.
Indicaciones para el médico:
o Principales sintomas y efectos, agudos y retardados: No existen mas
datos relevantes disponibles.
Indicacion de toda atencion médica y de los tratamientos especiales que
deban dispensarse inmediatamente: No existen mas datos relevantes
disponibles.

MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS

Medios de extincion

o Sustancias extintoras apropiadas:

o COz, polvo extintor o chorro de agua rociada. Combatir incendios

mayores con chorro de agua rociada o espuma resistente al alcohol.

Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla: No existen mas
datos relevantes disponibles.
Recomendacion para el personal de lucha contraincendios
Equipo especial de proteccion: No se requieren medidas especiales.

MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de
emergencia
Llevar puesto equipo de proteccion. Mantener alejadas las personas sin
proteccion.
Precauciones relativas al medio ambiente
Diluir con mucha agua
Evitar que penetre en la canalizaciéon/agua de superficie/aguas subterraneas.
Métodos y material de contencion y delimpieza
Quitar con material absorbente (arena, kieselgur, aglutinante de acidos,
aglutinante universal, aserrin).
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Desechar el material contaminado como vertido segun itel 13. Asegurar
suficiente ventilacidn.
* Referencia a otras secciones
Ver capitulo 7 para mayor informaciéon sobre una manipulacion segura. Ver
capitulo 8 para mayor informacidn sobre el equipo personal de proteccion.
Para mayor informacion sobre cémo desechar el producto, ver capitulo 13.

7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

* Manipulacién:
o Precauciones para una manipulacién segura. Abrir y manejar el
recipiente con cuidado.
o Prevencidn de incendios y explosiones: Mantener alejadas las fuentes de
encendido. No fumar.
o Tomar medidas contra las cargas electrostaticas.
o Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles
incompatibilidades.
* Almacenamiento:
o Exigencias con respecto al almacén y los recipientes: Almacenar en un
lugar fresco.
o Normas en caso de un almacenamiento conjunto: No es necesario.
o Indicaciones adicionales sobre las condiciones de almacenamiento:
Mantener el recipiente cerrado herméticamente.
Almacenarlo en envases bien cerrados en un lugar fresco y seco.
o Usos especificos finales: No existen mas datos relevantes disponibles.

8. CONTROLES DE EXPOSICION/PROTECCION INDIVIDUAL

e Instrucciones adicionales para el acondicionamiento de instalaciones
técnicas: Sin datos adicionales, ver punto 7.

* Pardmetros de control

* Componentes con valores limite admisibles que deben controlarse en el
puesto de trabajo: 123-91-1 ; 1.4-dioxano ; LEP () Valor de larga duracion:
73mg/ms3, 20 ppm ; VLI

* Indicaciones adicionales: Como base se han utilizado las listas vigentes en el
momento de la elaboracion.

* Controles de la exposicion

o Equipo de proteccion individual:

o Medidas generales de proteccidn e higiene:

Mantener alejado de alimentos, bebidas y alimentos para animales.
Quitarse de inmediato la ropa ensuciada o impregnada.

Lavarse las manos antes de las pausas o impregnada. Evitar el contacto
con los ojos.

Evitar el contacto con los ojos y la piel.

o Proteccion respiratoria: Si la exposicion va a ser breve o de poca
intensidad, colocarse una mascara respiratoria. Para una exposicion
mas intensa o de mayor duracion, usar un aparato de respiracion
autonomo.
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o Proteccion de manos:

Guantes de protecciéon

El material del guante debera ser impermeable y resistente al
producto/ substancia / preparado. Ante la ausencia de test especificos,
no se puede recomendar ningun material especifico para guantes de
proteccion contra el producto / preparado / mezcla de substancias
quimicas.
Seleccion del material de los guantes en funcién de los tiempos de
rotura, grado de permeabilidad y degradacion.

o Material de los guantes
La eleccion del guante adecuado no depende Unicamente del material,
sino también de otras caracteristicas de calidad, que pueden variar de
un fabricante a otro.

o Tiempo de penetracion del material de los guantes
El tiempo de resistencia a la penetracion exacto debera ser pedido al
fabricante de los guantes. Este tiempo debe ser respetado.

o Proteccion de ojos:

\Qj/ Gafas de proteccion herméticas

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

Informacion sobre propiedades fisicas y quimicasbdsicas
Datos generales

o Aspecto: Forma: Liquido Color: Incoloro

o Olor: Etéreo.

o Umbral olfativo: No determinado.

o Valor pH: No determinado.
Cambio de estado:
Punto de fusion: 11.8 °C
Punto de ebullicién: 101.3 °C
Punto de inflamacion: 11°C
Inflamabilidad (sdlido, gaseiforme): No aplicable.
Temperatura de ignicién: 375 °C.
Temperatura de descomposiciéon: No determinado.
Autoinflamabilidad: No determinado.
Peligro de explosion: Puede formar perdxidos explosivos
Limites de explosion: Inferior: 1.9 vol% ; Superior: 22.5 vol %.
Presion de vapor a 136°C: 41 hPa
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- Densidad a 209C: 1.0336 g/cm3

* Densidad relativa: No determinado.

* Densidad de vapor: No determinado.

* Velocidad de evaporacién: No determinado.

* Solubilidad en/ miscibilidad con agua a 20 °C: Completamente mezclable.
* Coeficiente de reparto (n-octanol/agua): No determinado.

e Viscosidad: Dindmica a 25°C: 1.2 mPas ; Cinematica: No determinado.

* Informacion adicional: No existen mas datos relevantes disponibles.

10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

* Reactividad

* Estabilidad quimica

* Descomposicion térmica/ condiciones que deben evitarse: No se
descompone al emplearse adecuadamente.

* Posibilidad de reacciones peligrosas. No se conocen reacciones peligrosas

* Condiciones que deben evitarse No existen mas datos relevantes disponibles.

* Materiales incompatibles: No existen mas datos relevantesdisponibles.

* Productos de descomposicion peligrosos: No se conocen productos de
descomposicion peligrosos.

11. INFORMACION TOXICOLOGICA

* Informacion sobre los efectos toxicolégicos
* Toxicidad aguda:
o Valores LD/LC50 (dosis letal / dosis letal= 50%) relevantes para la
clasificacion:
Oral (LD50) 5700mg/kg (ratén)
Dermal (LD50) 7600 mg/kg (conejo)
Inhalatorio (LC50/4 h) 46 mg/1(rata)
* Efecto estimulante primario:
o Enla piel: No produce irritaciones.
o En el ojo: Produce irritaciones.
o Sensibilizacidn: No se conoce ningun efecto sensibilizante.
o Efectos CMR (carcinogenicidad, mutagenicidad y toxicidad para la
reproduccion)

12. INFORMACION ECOLOGICA

* Toxicidad
o Toxicidad acuatica: No existen mas datos relevantes disponibles.
o Persistencia y degradabilidad: No existen mas datos relevantes
disponibles.
* Comportamiento en sistemas ecoldgicos:
o Potencial de bioacumulaciéon: No existen mdas datos relevantes
disponibles.
o Movilidad en el suelo: No existen mas datos relevantes disponibles.
* Indicaciones medioambientales adicionales:
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o Indicaciones generales:
Nivel de riesgo para el agua 2 (autoclasificacion): peligroso para el agua.
No dejar que se infiltre en aguas subterraneas, aguas superficiales o
alcantarillados. Una cantidad minima vertida en el subsuelo ya
representa un peligro para el agua potable.

* Resultados de la valoracién PBT y mPmB

o PBT: No aplicable.

o mPmB: No aplicable.

o Otros efectos adversos: No existen mas datos relevantes disponibles.

13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION

* Métodos para el tratamiento de residuos
o Recomendacion: No debe desecharse con la basura doméstica. No debe
llegar al alcantarillado.
* Embalajes sin limpiar:
o Recomendacion: Eliminar conforme a las disposiciones oficiales.
o Producto de limpieza recomendado: Agua, eventualmente afiadiendo
productos de limpieza.

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

* Numero UN

* ADR, IMDG, IATA UN1165

* Designacion oficial de transporte de las Naciones Unidas
o ADR 1165 DIOXANO
o IMDG,IATA  DIOXANE
o Clase(s) de peligro para el transporte

o ADR

o Clase 3 Liquidos inflamables
o Etiqueta 3
o ADR, IMDG, IATA I
* Peligros para el medio ambiente:
o Contaminante marino: No
o Precauciones particulares para los usuarios Atencion: Liquidos
inflamables.
o Numero Kemler: 33
Numero EMS: F-E, S-D
o Transporte a granel con arreglo al anexo Il del Convenio Marpol 73/78 y

o

90



del Codigo IBC: No aplicable.
* Transporte/datos adicionales:
o ADR
o Cantidades limitadas (LQ) 1L
o Categoria de transporte 2
o Cddigo de restriccion del tiunel D/E
o “Reglamentaciéon Modelo” de la UNECE: UN1165, DIOXANO,3, II

15. INFORMACION REGLAMENTARIA

Evaluacion de la seguridad quimica: Una evaluacidn de la seguridad quimica no
se ha llevado a cabo.

91



9.2.2 ESPECIFICACIONES TECNICAS DE LOS EQUIPOS

Para poder llevar a cabo el proyecto, han sido necesarios muchos aparatos que han
facilitado y permitido desarrollar todos los analisis necesarios para la caracterizacion
de las muestras.

Todos los equipos cumplen con lo necesario en cuanto a su fabricacion y ensayos,
segun la ultima edicién de la norma UNE, publicada por AENOR, referente a cada
elemento o material que se especifica. Como no hay una norma UNE para un equipo
concreto, se aplica la norma europea mas restrictiva.

En las tablas de a continuacion, se muestran las especificaciones técnicas de cada
instrumento:

9.2.2.1 Mdquina universal de ensayos mecdnicos

Tabla de especificaciones 1 Maquina universal de ensayos mecanicos

MODELO Microtest EM1/50
CAPACIDAD (kN) 50
RECORRIDO HUSILLO (mm) 100
Sistema electromecanico:
SO0 Husillo a bolas accionado por sistema
motorreductor
REGULACION Regulaci()r(lj (renr(r)lgorfdieicloél'ii,nua: Senal
RANGO DE VELOCIDADES (mm/min) 0-100
RESOLUCION FUERZA (kN) 0,001
RESOLUCION POSICION (mm) 0,001
DIMENSIONES (mm) 654x245x1275
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9.2.2.2 Agitador magnético con calefaccion

Tabla de especificaciones 2 Agitador magnético con calefaccion

MODELO Ovan - Multimix D 5p (MMH50E)
REFERENCIA 10000-01037
Ne DE PLAZAS 5

Agitacion magnética

VOLUMEN MAX. (L) (POR PLAZA) 2
POTENCIA (W) (POR PLAZA) 9
RANGO DE VELOCIDAD (RPM) 200-1200
RESOLUCION (RPM) 100
Calefaccion
POTENCIA CALEFACTORA (W) POR 250
PLAZA
RANGO DE TEMPERATURA (2C) 30-400
RESOLUCION (2C) 10
Datos generales
MATERIAL PLATO Aluminio pulido
DIMENSIONES PLATO (mm) (POR PLAZA) 100x100
DIMENSIONES (mm) 360x445x90
PESO 6

PROTECCION IP IP53




9.2.2.3 Desecador termostatico al vacio

Tabla de especificaciones 3 Desecador termostatico al vacio

MODELO Ovan - Multimix D 5p (MMH50E)
REFERENCIA 4000474
VACIiO MAXIMO 3
DIAMETRO PLACA CALEFACTORA (cm) 23,5
DIMENSIONES (cm) 17x28x34
PESO (kg) 9
CONSUMO (W) 540
TEMPERATURAS REGULABLES (2C) 5-170
ESTABILIDAD (2C) +]
RESOLUCION (2C) 1
TIEMPO 1’ hasta 999’ en continuo
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9.2.2.4 Liofilizadora

Tabla de especificaciones 4 Liofilizadora

MODELO Telstar LyoQuest -85
VOLTAJE (V) 230
FRECUENCIA (Hz) 50
POTENCIA (W) 1400

DIMENSIONES (cm)

48x42,5x57,5

TEMPERATURA FINAL DEL
CONDENSADOR (2C)

<-85

CAPACIDAD FINAL DEL CONDENSADOR
DE HIELO (kg)

8 (6 kg / 24 h)

NUMERO DE COMPRESORES

PESO UNIDAD BASE (kg)

70
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9.2.2.5 Equipo DSC . ¢

-

i

e

Tabla de especificaciones 5 Equipo DSC

MODELO Perkin Elmer - DSC 8000
RANGO DE TEMPERATURA (2C) -180 - 750
VELOCIDAD DE CALENTAMIENTO 0.01 - 300
(2C/min)
OPCION ALTA PRESION (psi) 600

REFRIGERACION

Nitrogeno liquido

9.2.2.6 Equipo TGA

-

122

Tabla de especificaciones 6 Equipo TGA

MODELO

Mettler Toledo - DSC/TGA 2

RANGO DE TEMPERATURA (K)

RT hasta 1873

PRECISION (K)

+0,3

TIEMPO DE CALENTAMIENTO (min) 10 (RT a 1873 K)

TIEMPO DE ENFRIAMIENTO (min)

27 (1873 a373K)

TIEMPO DE ENFRIAMIENTO CON HIELO

<13 (1373 a373K)

(min)
VELOCIDAD DE CALENTAMIENTO
. 100
(K/min)
VELOCIDAD DE ENFRIAMIENTO (K/min) -20 (2473 K)
VOLUMEN MUESTRA (pL) <900
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9.2.2.7 Microscopio electrénico de barrido de emisién de campo (FESEM)

Tabla de especificaciones 7 FESEM

MODELO Carl Zeiss - ULTRA 55
) 1nm @ 15 kV
RESOLUCION (nm) 1,7nm @ 1 kV
4nm @ 0,1 kV
MAGNIFICACION 12 -900.000x
ESTABILIDAD DEL EMISOR 0,2% /h
ACELERACION DEL VOLTAJE 0,1-30KkV
SONDA DE CORRIENTE 4 pA-10nA
CAMARA 330 nm (@) x 270 nm (h)
RESOLUCION DE IMAGENES 3072 x 2304 px
FILTRADO DE TENSION DE RED 0a 1500V
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9.2.2.8 Microscopio electrénico de barrido (SEM)

Tabla de especificaciones 8 SEM
MODELO Jeol JSM 6300
: Electrones secundarios 3,5 @ 30 kV
RESOLUCION (nm)
Elect. retrodispersados 10,0 @ 30 kV
MAGNIFICACION 10 - 300.000x
ESTABILIDAD DEL EMISOR 0,2% / h
ACELERACION DEL VOLTAJE 0,2-30kV
RESOLUCION DE IMAGENES 1032 x 778px
9.2.2.9 Balanza de precision
g =" |
Tabla de especificaciones 9 Balanza de precisién
MODELO Mettler Toledo - AX205DeltaRange
PRECISION 0,01 mg /0,1 mg
CARGA MAXIMA 81,0g/220,0g
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9.3 PLIEGO DE PRESCRIPCIONES DE GESTION DE RESIDUOS

9.3.1 GESTION DE RESIDUOS

El Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT), como centro en el que se
trabaja con productos quimicos y biologicos, dispone de un sistema de gestién de
residuos. Este sistema esta basado en la informacién proporcionada por el Area de
Medio Ambiente de la UPV y cumple con su Normativa respecto a Residuos
Peligrosos, que a su vez esta regulada por Normativa Estatal y Autonémica. (“Ley
10/1998, de 21 de abril, de residuos”, “Ley 10/2000, de 12 de diciembre, de residuos
de la Comunidad Valenciana”, “Real Decreto 833/1988, de 20 de julio, por el que se
aprueba el Reglamento para la ejecucion de la Ley 20/1986, de 14 de mayo, basica de
residuos toxicos y peligrosos”, “Real Decreto 952/1997, de 20 de junio, asi como el
resto de normativa aplicable”). La Oficina Verde del Area de Medio Ambiente se
encarga de gestionar la recogida y posterior tratamiento de residuos generados en
las instalaciones del CBIT, asi como de proporcionar los recipientes y etiquetas para
la identificacion de los residuos, segun la clasificacion de los mismos.

Los residuos generados en el CBIT pueden dividirse en residuos no peligrosos y
residuos peligrosos. Se define como residuo peligroso aquel que debido a su
cantidad, concentraciéon o caracteristicas fisicas, quimicas y/o bioldgicas puede
suponer una amenaza para la salud o el medioambiente cuando se manipula,
almacena, elimina o transporta incorrectamente.

9.3.1.1 Normas bdsicas para gestion de residuos no peligrosos
Se dispone de los siguientes contenedores para la gestion de residuos no peligrosos:

* Papeleras azules: para los residuos de papel y cartén. Las cajas de carton se
deben dejar totalmente desmontadas a la entrada, para su retirada por el
servicio de limpieza.

* Papeleras amarillas: para envases ligeros de plastico (botellas, bolsas,
bandejas de corcho blanco), envases metalicos (latas, bandejas de aluminio) y
envases tipo brick.

* Papeleras negras: para el reciclado de residuos organicos.

* (Cajas verdes de Offiservice: los cartuchos de las impresoras, toner de la
fotocopiadora y fax, se reciclan en las cajas verdes de Offiservice que estan en
el Despacho 1 y hall entrada.

9.3.1.2 Normas bdsicas para gestion de residuos peligrosos

Para la gestion de los residuos peligrosos cada laboratorio dispone, en funcién de la
actividad que se realiza en ellos, de los correspondientes bidones de residuos. Estos
se dejan en el laboratorio hasta su llenado y, posteriormente, se almacenan hasta su
recogida.
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Todo recipiente que se utilice para almacenar un residuo peligroso debe etiquetarse
correctamente en el momento que se utiliza por primera vez, nunca cuando se
encuentra lleno. Para ello se dispone de dos etiquetas de identificacion; una etiqueta
especifica indicando el nombre exacto del residuo y una etiqueta, proporcionada por
el Area de Medio Ambiente, con el grupo general al que pertenece el residuo y los
pictogramas correspondientes, y que debe rellenarse indicando el nombre del centro,
edificio donde se ubica, responsable, teléfono de contacto y fecha de envasado.

Como normas generales para el tratamiento de los residuos peligrosos se establece
que:

* Esta totalmente prohibido tirar residuos de disoluciones o reactivos quimicos
o biolégicos por el fregadero. Solamente las disoluciones acuosas conteniendo
s6lo acidos o bases y ningin metal pueden desecharse por el fregadero,
siempre y cuando el pH esté comprendido entre 5.5y 11.0.

* Las disoluciones generadas por el lavado de recipientes que hayan contenido
reactivos quimicos o biologicos son consideradas también como residuos.

* Los sobrantes de los productos quimicos utilizados no se devuelven nunca a
los frascos de origen, se vierte en un vaso de precipitados la cantidad
aproximada a utilizar y el sobrante se gestiona como residuo.

* Todo envase que haya contenido un reactivo es un residuo y se dejara en el
contenedor correspondiente para que el técnico del laboratorio lo gestione.

* (Cadaresiduo generado debe almacenarse segun el grupo al que corresponda y
nunca deben mezclarse residuos incompatibles en un mismo contenedor. Los
productos toxicos no deben estar préoximos a los comburentes y a su vez
deben estar alejados de inflamables y perdxidos.

* Es conveniente no llenar mas de 2/3 del volumen de los recipientes que
contengan los residuos, ya que pueden generarse vapores.

* Los guantes de laboratorio, si estdn contaminados con restos de productos
quimicos y/o mondmeros, se reciclan en los bidones etiquetados
especificamente para este uso. Si no estdn contaminados con restos de
reactivos se dejan en las papeleras negras (nunca en las papeleras amarillas
para plastico).

* Los recipientes en los que se almacenen los residuos deben mantenerse
herméticamente cerrados en todo momento, excepto durante el trasvase de
residuos. Si se usa un embudo este debe retirarse tras el trasvase y se debe
dejar sujeto a la tapa del contenedor de residuos para posteriores vertidos.

* Los restos de acido o base y sus diluciones se neutralizaran inmediatamente

después de su uso y en caso de que los productos obtenidos sean toxicos se
gestionaran en los bidones correspondientes.
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En el laboratorio existen recipientes especificos para los residuos punzantes,
tales como agujas y cuchillas.

Todo residuo que haya estado en contacto con mondémeros debe introducirse
en una bolsa zip perfectamente cerrada antes de dejarlo en el bidén
correspondiente.

Los bidones con residuos de mondémeros solamente pueden abrirse debajo de
una campana de extraccion para el vertido de los residuos.

Los disolventes se gestionan como disolventes halogenados y no halogenados
excepto: acetona de lavado (con PMMA o PEMA disuelto) y etanol de lavado
(disolventes no halogenados).

El cristal de laboratorio roto o contaminado nunca se tirard a la basura,
debido al elevado riesgo de cortes del personal de Limpieza. Para ello, se
dispone de un bidon especifico para este uso.

Cualquier otro reactivo o mezcla consultar su gestion al Técnico de
Laboratorio o al Responsable de Gestion Medioambiental, con anterioridad a
su produccion, por si es necesario hacer consultas sobre su gestion a la Oficina
Verde
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11 PRESUPUESTO

En el presente documento se incluye el presupuesto correspondiente a todo el
proyecto de inversion que ha supuesto la realizacion del Trabajo de Fin de
Grado, incluyendo el hipotético salario de un Ingeniero Mecanico.

El presupuesto ha sido estructurado de la siguiente manera:

* Tres cuadros de precios, uno para la mano de obra, otro para la
magquinaria y el tercero para los materiales

* Una justificacion de precios, donde se ha fijado el precio unitario por
unidad de obra.

* Un presupuesto parcial, donde se han cuantificado las unidades de obra
que unidas formaran el presupuesto de ejecucién de material.

* Un presupuesto de ejecucion de material y de inversion, donde se suman
las unidades de obra del presupuesto parcial y se aplican los impuestos y
coeficientes pertinentes para obtener el presupuesto final o de inversion.

Consideraciones previas al presupuesto

1. Lasletras “u.m.” corresponden a “unidades de medida”.

2. Para estandarizar las medidas, se han considerado dentro de cada unidad
de obra tres tipos de unidad diferentes, estas son:

* Horas (h.), con la que se ha cuantificado el tiempo.

* Unidades (ud.), con la que se ha contado los elementos que no se
pueden dividir fungibles.

* Kilogramos (kg.), con la que se ha medido tanto unidades de masa
como unidades de volumen, para estandarizar la cantidad de cada
reactivo que se utiliza por unidad de obra y porque las disoluciones se
hicieron con concentraciones masicas.

3. Para el calculo de las masas a partir de los volumenes de los reactivos que
venian en fase liquida, se han utilizado las siguientes densidades (todas a
25 °C menos el nitrégeno, que se encontraba a -196 2C):

¢ Etanol: 0,789 kg/L

* N-octano: 0,703 kg/L
* N:liquido: 0,803 kg/L
* H;0:1kg/L

* Dioxano: 1,03 kg/L

105



Tabla de presupuestos 1 Cuadro de mano de obra. (*) Segtn las tablas salariales para Ingenieros
Mecdnicos en Valencia a 2015 en el sector del metal

Cuadro de mano de obra

Importe
Ne Designacion Precio Cantidad Total
(euros/u.m.) (horas) (euros)
1 |Ingeniero 10,74 680,00 7.300,65
Mecanico(*)
Técnico de
2 laboratorio del centro 12,30 8,00 98,40
investigador.
Técnico de
3 laboratorio de 15,00 2,00 30,00
microscopia.
Importe total: 7.429,05
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Tabla de presupuestos 2 Cuadro de maquinaria

Cuadro de maquinaria

Importe
Ne Designacién Precio Cantidad Total
(euros/h) (horas) (euros)
Balanza de precisién de 30 x 20
x 9 cm (plato de pesada de 11,5
1 cm de diametro) y 4 kg de peso 0,19 7,50 1,43
con protector contra rafagas de
aire de vidrio.
Agitador magnético con
calefaccion. Rango de
2 temperatura 30-400 ¢Cy 0,04 175,00 6,64
resolucion de 10 ¢C.
3  Congelador -80 °C. 0,02 500,00 11,00
4  Congelador -20 °C. 0,01 96,00 1,15
5 Liofilizadora. 0,12 192,00 22,30
6 DSC .(Calorimetro Diferencial de 0,57 4,00 229
Barrido).
7  TGA (Termogravimetro). 0,92 6,00 5,49
8 Méqlllir.la universal de ensayos 0,07 4,00 0,28
mecanicos.
FESEM (Microscopio electrénico
de emisiéon de campo)
9 Atomizado en oro/platino 25,00 12,00 300,00
incluido.
SEM (Microscopio electrénico
10 de barrido). Atomizado en 12,50 2,00 25,00
oro/platino incluido.
11 Bomba hidraulica. 0,01 6,00 0,05
Desecador termostatico con
12 vacudmetro. Incluye campana 001 600 008
de vidrio templado y juntas de ’ ’ ’
silicona.
13 Prensa de sellado de capsulas 0,01 0,50 0,01
para DSC
Importe total: 375,72
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Tabla de presupuestos 3 Cuadro de materiales

Cuadro de materiales

Importe
Ne Designacion Precio Cantidad Total
(euros/u.m.) empleada (euros)

ELEMENTOS DE PROTECCION INDIVIDUAL

Mascara de gases tipo V de

proteccion de vias

respiratoria con filtros de
1 tejido de 0,2 micras de paso 17,99 1,00 ud 17,99
y valvula de escape
microperforada para
permitir la comunicacion.
Bata blanca de laboratorio
mediana de algoddn
abotonada con 3 bolsillos y
cuello abierto.
Guante protector térmico
3 naranja para frio con doble 4,21 2,00 ud 8,42
aislamiento
Caja de 100 guantes de
nitrilo de tamafio mediano
testados electronicamente y
pretratados térmicamente
para facilitar la
transpiracion.

15,15 1,00 ud 15,15

7,00 2,00 ud 14,00

Subtotal 1: 55,56

MATERIAL DE LABORATORIO

Vaso de precipitados de 100
5 mL de vidrio borosilicatado 5,40 4,00 ud 21,60
con boca en forma de pico
Pinzas de acero inoxidable
18/10 antimagnético rectas,
de 160 mm de longitud,
caras planas y punta rayada.
Cuchara de acero inoxidable
antimagnético con espatula,
7 autoclavable, de 150 mm de 0,50 2,00 ud 1,00

longitud y cuchara de

dimensiones 38 x 27 mm.
8 Vial de vidrio de 15 mL. 0,13 30,00 ud 3,90

4,40 9,00 ud 39,60
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Importe

Ne Designacion Precio Cantidad Total
(euros/u.m.) empleada (euros)

Frasco ISO de vidrio de 50

9 mlL, boca estrecha y tap6n de 9,31 3,00 ud 27,93
rosca.
Frasco ISO de vidrio de 100

10 mL, boca estrechay tapén de 11,05 2,00 ud 22,10
rosca.
Barra de agitacion con
nucleo magnético, recubierta

11 de PTFE cogn los bordes 1,43 >00ud 7,15
redondeados

12 Abraza}dera/so.porte para 2.00 1,00 ud 2.00
montaje experimental

13  Parafilm transparente 7,68 0,01 m2 0,07

14 Tijeras 2,19 1,00 ud 2,19

15 Cinta adhesiva transparente 1,00 1,00 ud 1,00
de 12 mm de ancho
Martillo de mango de
madera de 250 mm con

16 cabezal circular de doble 4,35 1,00ud 4,35
maza
Cilindro de aluminio de 5

17 mm de didmetro para 0,80 1,00 ud 0,80
troquelar.

18 Estropajo de poliuretano. 7,70 2,00 ud 15,40
Cepillo de crin, con mango de

19 rosca de hierro galvanizado 11,60 2,00 ud 23,20
flexible.
Pinza/abrazadera metalica

20 de con tres puntos de agarre 732 1,00 ud 732
en extremo acolchados con
plastico y varilla de 25mm.

21 Caja de.poliestireno 254 1,00 ud 254
expandido grande con tapa

gy Cajade poliestireno 1,96 1,00 ud 1,96
expandido pequefia sin tapa

23 Placade100 cm2 de 1,20 1,00 ud 1,20
aluminio de 2 mm de grosor

24  Pipeta graduada 25 mL 5,60 1,00 ud 5,60

25 Pipeta graduada 10 mL 3,80 1,00 ud 3,80

26 Pipeteador 25 mL 16,28 1,00 ud 16,28

27 Pipeteador 10 mL 14,78 1,00 ud 14,78

28 Vaso Dewar 4 L 180,75 2,00 ud 361,50

29 C(Cristalizador teflon pequeiio 20,45 3,00 ud 61,35
Vaso de precipitados 250 mL

30 teflon con boca con forma de 39,82 4,00 ud 159,28

pico
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Importe

Ne Designacion Precio Cantidad Total
(euros/u.m.) empleada (euros)
Tubo de ensayo de 100 mm
31 de alturay 15 de diametro 0,18 15,00 ud 2,70
32 Pinza de madera 2,43 2,00 ud 4,86
33 Vaso de tefléon 500 mL 45,76 5,00 ud 228,80
34 [Escalpelodehoja 6,73 1,00 ud 6,73
intercambiable
35 Capsulas aluminio para DSC 0,10 10,00 ud 1,00
36 Piederey 14,12 1,00 ud 14,12
37 Aguja 0,50 1,00 ud 0,50
38 Jeringuilla 10 ml sin enclave 0,36 1,00 ud 0,36
29 Placa Pet.rll de vidrio de 140 0,66 400 ud 2 64
mm de didmetro
Subtotal 2: 1.069,11
REACTIVOS
40 Nitrégeno liquido. 23,94 26,45 kg 633,26
0,
41 Acetona 99,5% en base 599 10,00 kg 59,91
acuosa
0,
42 E,tar.lol absoluto (>99,6%) 4,83 5,79 kg 27.93
liquido
43 Agua desionizada y destilada 258 7,98 kg 20,59
en una etapa
44 Cloruro sodico. 0,20 >0,01 kg >0,01
45 Detergent.e de pH neutro sin 13,50 0,04 kg 0,54
fosfatos ni silicatos.
46 1,4-dioxano 58,06 0,18 kg 10,45
47 Acido poli-L-lactico 16.00 001k 0.23
granulado industrial ’ ’ & ’
48 N-octano 102,99 0,04 kg 2,64
Subtotal 3: 755,56
Importe total: 1.880,23
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Tabla de presupuestos 4 Justificacion de precios

Justificacion de precios

Ud

Descripcion

€/u.m.

Total €

1.1 PDMA

ud

1 Preparacion de disoluciones

Material

auxiliar de laboratorio

preparar disoluciones.

2,00 ud.

1,00 ud.

5,00 ud.

4,00 ud.

2,00 ud.

3,00 ud.

1,00 ud.
1,00 ud.
1,00 ud.
1,00 ud.
1,00 ud.

Cuchara de acero
inoxidable
antimagnético con
espatula, autoclavable,
de 150 mm de longitud
y cuchara de
dimensiones 38 x 27
mm.

Pinzas de acero
inoxidable 18/10
antimagnético rectas,
de 160 mm de longitud,
caras planas y punta
rayada.

Barra de agitacion con
nucleo magnético,
recubierta de PTFE, con
los bordes
redondeados.

Vaso de precipitados de
100 mL de vidrio
borosilicatado con boca
en forma de pico
Frasco ISO de vidrio de
100 mL, boca estrecha y
tapon de rosca.

Frasco ISO de vidrio de
50 mL, boca estrecha y
tapon de rosca.

Pipeta graduada 25 mL
Pipeta graduada 10 mL
Pipeteador 25 mL
Pipeteador 10 mL
Tijeras

Precio total por ud.

para

0,50

4,40

1,43

5,40

11,05

9,31

5,60
3,80
16,28
14,78
2,19

1,00

4,40

7,15

21,60

22,10

27,93

5,60
3,80
16,28
14,78
2,19

126,83
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N@ Ud

Descripcion

€/u.m.

Total €

1.2 kg
PDPDDP

15,32 h.

766,09 h.

0,92 kg.
0,07 kg.

0,01 kg.
0,03 m2.

1.3 kg
PDPDHN

24,29 h.

48,58 h.

0,97 kg.

0,03 kg.
0,10 m2.

Balanza de precision de
30x20x9 cm (plato de
pesada de 11,5 cm de
diametro) y 4 kg de
peso con protector
contra rafagas de aire
de vidrio.

Agitador magnético con
calefaccion. Rango de
temperatura 30-400 2C
y resolucion de 10 ©C.
1,4-dioxano

Acido poli-L-lactico
granulado industrial
Agua desionizada y
destilada en una etapa
Parafilm transparente

Preparacion de disoluciones Dioxano+PLLA

0,19

0,04
58,06
16,00

2,58
7,68

2,91

29,08
53,38
1,15

0,02
0,20

Precio total por kg.

Preparacion de disoluciones H20+NacCl.

Balanza de precision de
30x20x9 cm (plato de
pesada de 11,5 cm de
diametro) y 4 kg de
peso con protector
contra rafagas de aire
de vidrio.

Agitador magnético con
calefaccion. Rango de
temperatura 30-400 2C
y resolucion de 10 ©C.
Agua desionizada y
destilada en una etapa
Cloruro sédico.
Parafilm transparente

0,19

0,04

2,58

0,20
7,68

86,74

4,62

1,84

2,51

0,01
0,75

Precio total por kg.

9,73
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N@ Ud  Descripcion €/um. Total €
1.4 kg Mezcla de disoluciones
PDMDDPN (Diox+PLLA)+(H20+NaCl)
Agitador magnético con
6.464,21 calefacciéon. Rango de
h. temperatura 30-400 ¢C 0,04 245,37
y resolucion de 10 ©C.
0,54 m2. Parafilm transparente 7,68 4,14
Precio total por kg. 249,51
N@ Ud  Descripcion €/um. Total €
2 Congelacion de disoluciones
21CDMA ud  Material auxiliar de laboratorio para
congelacion de disoluciones.
2,00ud. Pinza de madera 2,43 4,86
Pinza/abrazadera
metalica de con tres
1,00 ud. puntos de agarre en 732 732
extremo acolchados con
plastico y varilla de
25mm.
Vaso de precipitados
3,00ud. 250 mL teflén con boca 39,82 119,46
con forma de pico
6,00 ud. Cristalizador teflon 20,45 122,70
1,00 ud. Vaso Dewar 4 L 180,75 180,75
Caja de poliestireno
1,00 ud. expandido grande con 2,54 2,54
tapa
Caja de poliestireno
1,00 ud. expandido pequefia sin 1,96 1,96
tapa
Placa de 100 cm2 de
1,00 ud. aluminio de 2 mm de 1,20 1,20
grosor
Pinzas de acero
inoxidable 18/10
400ud. Aantimagnético rectas, 440 17.60

de 160 mm de longitud,
caras planas y punta
rayada.
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N@ Ud  Descripcion €/um. Total €
30,00 ud. Vial de vidrio de 15 mL. 0,13 3,90
1,00 ud. Abrazadera/soporte 2.00 2,00
para montaje
Tubo de ensayo de 100
15,00 ud. mmde alturay 15 de 0,18 2,70
diametro
Precio total por ud. 466,99
2.2CDCM kg Congelacion de las muestras
1,00 kg. Nitrégeno liquido. 23,94 23,94
Precio total por kg. 23,94
2.3 h Manutencion de las muestras congeladas
CDMMC
1,00 h. Congelador -80 2C. 0,02 0,02
Precio total por kg. 0,02
N@ Ud  Descripcion €/u.m. Total €
3 Freeze-Extraction
3.1FEMA ud  Material auxiliar para la freeze-extraction
Pinzas de acero
inoxidable 18/10
antimagnético rectas,
1,00 ud de 160 mm de longitud, 4,40 4,40
caras planas y punta
rayada.
5,00ud. Vaso de tefléon 500 mL 45,76 228,80
Placa Petri de vidrio de
4,00 ud. 140 mm de diametro. 0,66 2,64
Precio total por ud. 235,84
3.2FELM kg Lavado de las muestras
Etanol absoluto
1,00 kg. (>99,6%) liquido 4,83 4,83
25,35h.  Congelador -20 °C. 0,01 0,30
Precio total por kg. 5,13
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N@ Ud  Descripcion €/u.m. Total €
3.2 FESM h Secado de las muestras
Desecador termostatico
con vacuémetro.
1,00h.  Incluye campana de 0,01 0,01
vidrio templado y
juntas de silicona.
1,00 h. Bomba hidraulica. 0,01 0,01
Precio total por h. 0,02
N2 Ud  Descripcion €/um. Total €
4 Freeze-Drying
41FDMA ud  Material auxiliar para el freeze-drying
Pinzas de acero
inoxidable 18/10
antimagnético rectas,
1,00 ud. de 160 mm de longitud, 4,40 4,40
caras planas, borde
rugoso para mejor
sujecion y punta
rayada.
3,00 ud. Crlstallzador teflon 20,45 61,35
pequefio
1,00 ud. Vaso Dewar 4 L 180,75 180,75
Vaso de precipitados
1,00 ud. 250 mL teflén con boca 39,82 39,82
con forma de pico
Cinta adhesiva
1,00 ud. transparente de 12 mm 1,00 1,00
de ancho
Precio total por ud. 287,32
4.2 FDL h Liofilizacion
1,00 h. Liofilizadora. 0,12 0,12
0,05 kg.  Nitrogeno liquido. 23,94 1,21
0,01 h. Técnico de.laborz.;ltorlo 12,30 0,13
del centro investigador.
Precio total por h. 1,46

115




Ud

Descripcion

€/u.m.

Total €

5.1 CSMA

5.2 CSDSC

ud

h

5 Caracterizacion de los scaffolds

Material auxiliar para la caracterizaciéon de

scaffolds

2,00 ud.

1,00 ud.

1,00 ud.

1,00 ud.

1,00 ud.

1,00 ud.
1,00 ud.
1,00 ud.
10,00 ud.

DSC

1,00 h.

0,38 h.

0,25 h.

0,13 h.

Pinzas de acero
inoxidable 18/10
antimagnético rectas,
caras planas y punta
rayada.

Escalpelo de hoja
intercambiable
Martillo de mango de
madera de 250 mm con
cabezal circular de
doble maza

Caja de poliestireno
expandido pequefia sin
tapa

Martillo de mango de
madera de 250 mm con
cabezal circular de
doble maza

Pie de rey

Jeringuilla 10 ml sin
enclave

Aguja

Capsulas aluminio para
DSC

Precio total por ud.

DSC (Calorimetro
Diferencial de Barrido).
Balanza de precision de
30x20x9 cm (plato de
pesada de 11,5 cm de
diametro) y 4 kg de
peso con protector
contra rafagas de aire
de vidrio.

Técnico de laboratorio
del centro investigador.
Prensa de sellado de
capsulas para DSC

Precio total por h.

4,40

6,73

4,35

1,96

4,35

14,12
0,36
0,50
0,10

8,80

6,73

4,35

1,96

4,35

14,12
0,36
0,50
1,00

0,57

0,19

12,30

0,01

42,17

0,57

0,07

3,08

>0,01

3,73
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N@ Ud

Descripcion

€/u.m.

Total €

5.3CSTGA h TGA

1,00 h.

0,08 h.

0,17 h.

5.4 CSEC h

1,00 h.

0,25 h.

5.5 CSM h

1,00 h.

0,17 h.

0,10 kg.
0,08 h.

TGA
(Termogravimetro).
Balanza de precision de
30x20x9 cm (plato de
pesada de 11,5 cm de
diametro) y 4 kg de
peso con protector
contra rafagas de aire
de vidrio.

Técnico de laboratorio
del centro investigador.

Precio total por h.

Ensayo de compresion

Maquina universal de
ensayos mecanicos.
Técnico de laboratorio
del centro investigador.

Precio total por h.

Microscopia

FESEM (Microscopio
electrénico de emision
de campo) Atomizado
en oro/platino incluido.
SEM (Microscopio
electronico de barrido).
Atomizado en
oro/platino incluido.
Nitrogeno liquido.
Técnico de laboratorio
de microscopia.

Precio total por h.

0,92

0,19

12,30

0,92

0,02

2,05

0,07

12,30

2,99

0,07

3,08

25,00

12,50

23,94
15,00

3,15

25,00

2,08

2,41
1,25

30,74
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N2 Descripcion €/u.m. Total €
5.6 CSCD Calculo de densidad
1,000 kg. N-octano 102,99 102,99
Balanza de precision de
30x20x9 cm (plato de
pesada de 11,5 cm de
47,416 h. didmetro) y 4 kg de 0,19 9,01
peso con protector
contra rafagas de aire
de vidrio.
Precio total por kg. 112,00
N@ Descripcion €/um. Total €
6 Limpieza del material del laboratorio
6.1 Material auxiliar de limpieza.
LMLMA
2,000ud. Lstropajo de 7,70 15,40
poliuretano.
Cepillo de crin, con
2,000 ud, mango deroscade 11,60 23,20
’ " hierro galvanizado ’ ’
flexible.
Precio total por ud. 38,60
6.2 LMLL Limpieza de todo el material usado en los
experimentos.
0,398 kg ~guadesionizaday 2,58 1,03
destilada en una etapa
0,
0,500 kg, Acetona 99,5% en base 599 3,00
acuosa
Etanol absoluto
0,100 kg. (>99,6%) liquido 4,83 0,48
Detergente de pH
0,002 kg. neutro sin fosfatos ni 13,50 0,03
silicatos.
Precio total por kg. 4,54
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Ud

Descripcion

€/u.m.

Total €

7.1 EPEPS

ud

7 Equipos de proteccion individual y
seguridad

Equipos de proteccion individual.

1,00 ud.

1,00 ud.

2,00 ud.

2,00 ud.

Bata blanca de

laboratorio mediana de
algodon abotonada con

3 bolsillos y cuello
abierto.

Mascara de gases tipo V

de proteccion de vias

respiratoria con filtros

de tejido de 0,2 micras
de paso y valvula de

escape microperforada

para permitir la
comunicacion.

Caja de 100 guantes de

nitrilo de tamafio
mediano testados
electronicamente y
pretratados
térmicamente para
facilitar la
transpiracion.
Guante protector
térmico naranja para
frio con doble
aislamiento

Precio total por ud.

15,15

17,99

7,00

4,21

15,15

17,99

14,00

8,42

55,56

Ud

Descripcion

€/u.m.

Total €

8.1 RTL

h

8 Reuniones

Asesoramiento en el uso de equipos, normas
de seguridad del laboratorio y gestion de

residuos.

1,000 h.

Técnico de laboratorio

del centro investigador.

Precio total por h.

12,30

12,30

12,30
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N@ Ud  Descripcion €/u.m. Total €
8.2 RTM h Asesoramiento en el uso de las instalaciones
de microscopia, normas de seguridad y
asistencia en la preparacion de muestras.
1,000 h. Tecn%co de lak,)oratorlo 15,00 15,00
de microscopia.
Precio total por h. 15,00
N@ Ud  Descripcion €/um. Total €
9 Mano de Obra Directa
9.1 MOD h Ejecucion del proyecto, tanto dentro del
laboratorio, como en el tratamiento de la
informacion.
1,000h, | ngeniero tecnico 10,74 10,74
industrial
Precio total por h. 10,74
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Tabla de presupuestos 5 Presupuesto parcial

Presupuesto parcial

Presupuesto parcial n? 1 Preparacion de disoluciones

Precio Total
Num. Cédigo Ud Descripcion Cantidad (€) (€)
1.1 PDMA ud Material auxiliar de
laboratorio para preparar
disoluciones. 1,00 126,83 126,83
1.2 PDPDDP kg Preparacion de disoluciones
Dioxano+PLLA 0,20 86,74 16,98
1.3 PDPDHN kg Preparacion de disoluciones
H20+NaCl. 0,02 9,73 0,20
1.4 PDMDDPN kg Mezcla de disoluciones
(Diox+PLLA)+(H20+NaCl) 0,01 249,51 0,93
Total presupuesto parcial n2 1 Preparacion disoluciones: 144,94
Presupuesto parcial n? 2 Congelacion de disoluciones
Precio Total
Num. Cédigo Ud Descripcion Cantidad (€) (€)
Material auxiliar de
2.1 CDMA ud laboratorio para congelacion 1,00 466,99 466,99
de disoluciones.
2.2 CDCM kg Congelacion de las muestras 15,57 23,94 372,79
23 CDMMC h Manutencién de las muestras 500,00 0,02 11,00
congeladas
Total presupuesto parcial n® 2 Congelacion disoluciones: 850,78
Presupuesto parcial n® 3 Freeze-extraction
Precio Total
Num. Cédigo Ud Descripcion Cantidad (€) (€)

Material auxiliar para la

3.1 FEMA ud . 1,00 235,84 235,84
freeze-extraction

3.2 FELM kg Lavado de las muestras 3,79 5,13 19,43

3.2 FESM h Secado de las muestras 6,00 0,02 0,13

Total presupuesto parcial n? 3 Freeze-extraction: 255,40
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Presupuesto parcial n® 4 Freeze-drying
Precio Total
Num. Cédigo  Ud Descripcion Cantidad (€) (€)

Material auxiliar para el

4.1 FDMA ud . 1,00 287,32 287,32
freeze-drying

4.2 FDL h Liofilizacion 192,00 1,46 280,32

Total presupuesto parcial n? 4 Freeze-drying: 567,64

Presupuesto parcial n? 5 Caracterizacion de los scaffolds

Precio Total
Num. Cédigo Ud Descripcion Cantidad (€) (€)
5.1 CSMA ug Material auxiliar para la 1,00 42,17 42,17

caracterizacion de scaffolds

5.2 CSDSC h DSC 4,00 3,73 14,92
5.3 CSTGA h TGA 6,00 2,99 13,41
5.4 CSEC h Ensayo de compresion 4,00 3,15 17,94
5.5 CSM h Microscopia 12,00 30,74 368,88
5.6 CSCD kg Calculo de densidad 0,04 112,00 4,72

Total presupuesto parcial n2 5 Caracterizacion de los
scaffolds: 462,04

Presupuesto parcial n® 6 Limpieza del material de laboratorio

Precio Total
Num. Cédigo  Ud Descripcion Cantidad (€) (€)
6.1 LMLMA ud Material auxiliar de limpieza. 1,00 38,60 38,60

Limpieza de todo el material

6.2 LMLL kg usado en los experimentos.

20,00 4,54 90,80

Total presupuesto parcial n? 6 Limpieza del material del
laboratorio: 129,40

Presupuesto parcial n® 7 Equipos de proteccion individual y seguridad
Precio Total
Num. Cédigo  Ud Descripcion Cantidad (€) (€)

Equipos de protecciéon

7.1 EPEPS ud 4 dividual.

1,00 55,56 55,56

Total presupuesto parcial n? 7 Equipos de proteccion
individual y seguridad: 55,56
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Presupuesto parcial n® 8 Reuniones

Precio Total
Num. Cédigo  Ud Descripcion Cantidad (€) (€)
Asesoramiento en el uso de
8.1 RTL p  quipos normasde 300 1230 36,90
seguridad del laboratorio y
gestion de residuos.
Asesoramiento en el uso de
las instalaciones de
8.2 RTM h microscopia, normas de 1,00 15,00 15,00
seguridad y asistencia en la
preparacion de muestras.
Total presupuesto parcial n? 8 Reuniones: 51,90
Presupuesto parcial n® 9 Mano de Obra Directa
Precio Total
Num. Cédigo  Ud Descripcion Cantidad (€) (€)
Ejecucion del proyecto, tanto
9.1 MOD h dentro del la}boratorlo, como
en el tratamiento de la
informacion. 680,00 10,74 7303,20
Total presupuesto parcial n® 9 Mano de Obra Directa: 7303,20
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Tabla de presupuestos 6 Presupuesto de ejecucién material y de inversidon

Presupuesto de ejecucion material y de inversion

Proyecto: Sintesis y caracterizacion de propiedades fisico-quimicas de soportes
celulares porosos basados en dcido polildctico para aplicaciones de ingenieria

tisular

Capitulo Importe (€)
Capitulo 1 Preparacion de disoluciones 144,94
Capitulo 2 Congelacién de disoluciones 850,78
Capitulo 3 Freeze-extraction 255,40
Capitulo 4 Freeze-drying 567,64
Capitulo 5 Caracterizacion de los scaffolds 462,04
Capitulo 6 Limpieza del material del laboratorio 129,40
Capitulo 7 Equipos de proteccién individual y seguridad 55,56
Capitulo 8 Reuniones 51,90
Capitulo 9 Mano de Obra Directa 7.303,20
Presupuesto de ejecucion material 9.820,5
10% de gastos generales 982,05
Suma 10.802,55
6% de beneficio industrial 648,15
Presupuesto Total de Proyecto 11.450,70
21% IVA 2.404,65
Presupuesto de Inversion 13.855,35

Asciende el presupuesto de inversion final a la expresada cantidad de TRECE MIL
OCHOCIENTOS CINCUENTA Y CINCO EUROS CON TRENTA Y CINCO CENTIMOS
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