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Memoria

1. Objetivo

El objetivo del presente proyecto es la preparacion de soportes celulares cargados con
iones bioactivos basados en biopolimeros degradables para aplicaciones de ingenieria
tisular, concretamente en el dmbito de la regeneracién muscular. En particular se han
preparado soportes celulares de acido polilactico (PLLA) cargados con iones de Zinc (Zn
*2) a partir de sales de cloruro de zinc (ZnCly). Tras la preparacién de los materiales, se
han caracterizado sus propiedades fisicoquimicas y la dindmica de liberacién de iones.

2. Motivacion

Este trabajo tiene como principal motivacion la realizacién del Trabajo Final de Grado
para la obtencion del titulo de Graduado en Ingenieria Mecanica otorgado por la
Escuela Técnica Superior de Ingenieria del Disefio.

La decision de realizar dicho proyecto surge de la posibilidad de poder ayudar a la
gente con problemas fisioldgicos aplicando parte de los conocimientos adquiridos
durante la carrera y abrir de esta forma campos nuevos ajenos a la visidn tradicional
gue se tiene sobre la ingenieria mecanica, la cual tuve la oportunidad de desarrollar
durante mi formacién como ingeniero en una oficina técnica elaborando todo tipo de
proyectos de instalaciones.

3. Antecedentes

3.1Ingenieria tisular

El avance constante en el campo de la medicina nos ha permitido curar enfermedades
y reparar dafos que hacia unos afios 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 mismo 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
gue 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 extraccidn,
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pérdida de cualidades, etc. [1]. La ingenieria tisular surge para dar solucion a los dafios
generados tanto en tejidos como en érganos, mediante la utilizacién de diversos
materiales biodegradables y biocompatibles, que aceleren y faciliten el proceso de
regeneracion (Fig. 1). Esto es posible mediante la fusién de varias disciplinas, como son
la ingenieria de materiales, la bioquimica y la fisicoquimica. Para ello es necesario la
fabricacién de estructuras macroporosas (scaffolds) que sirven como soporte para las
células (estds células pueden ser obtenidas del propio paciente), las cudles se
especializaran en funcidn del tejido u érgano que se pretenda regenerar a fin de evitar
un rechazo [2].
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REGENERACION TISULAR
Figura 1. Proceso de regeneracion tisular

El campo de la ingenieria de tejidos muestra un enorme potencial para la medicina
reparadora, si se puede desarrollar y avanzar hasta el punto de que los tejidos vy
drganos vivos pueden ser rutinariamente ensamblados y confiablemente integrados en
el cuerpo para restaurar, reemplazar o mejorar las funciones de tejidos y 6rganos (Fig.
2). Por lo tanto, la aplicacién de la ingenieria de tejidos a la medicina reparativa
muestra una gran promesa para el tratamiento de un gran numero de condiciones,
incluyendo defectos de nacimiento, trastornos musculoesqueléticos, enfermedades de
Alzheimer y Parkinson, diabetes, enfermedades del corazdn, higado e insuficiencia
renal y lesiones de la médula espinal. Ademds de su uso en medicina reparadora, la
ingenieria de tejidos podria proporcionar tejidos de sustitucién que podrian ser utiles
para el descubrimiento y el desarrollo de farmacos y la evaluacién toxicoldgica [3].
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Figura 2. Diferentes aproximaciones para la sustitucidon de un tejido u érgano dafiado

Cuando se desarrollan los nuevos tejidos, la ingenieria tisular trata de simular las
condiciones de crecimiento que se darian en condiciones normales. Para ello, las
células necesitan desarrollarse alrededor de un soporte o matriz extracelular. Este
soporte o matriz extracelular deben cumplir una serie de caracteristicas que sean
adecuadas para el crecimiento de las células, evitdndose asi las respuestas
inmunoldgicas como rechazos o inflamaciéon. Ademds, deben de tener un diseiio que
favorezca el desarrollo y diferenciacién celular. Por lo tanto, dependiendo del tejido
gue se desee regenerar las caracteristicas materiales y estructurales de la matriz
extracelular o soporte varian [4].

3.2Tejido muscular

La funcién principal de los musculos es facilitar el movimiento. Esta funcién se
consigue mediante la contraccion y estiramiento de los tejidos musculares. El tejido
muscular esta formado por células contractiles, denominadas fibras musculares o
miofibras, las cuales constituyen el elemento contractil basico del musculo. Estas
células estan especializadas en proporcionar un funcionamiento adecuado al musculo
a partir de la energia quimica proveniente de la interaccion de las proteinas
contractiles (actina y miosina). El sistema muscular compone aproximadamente el 40%
de la masa de los seres humanos permitiéndoles el movimiento.

Las células del tejido muscular son alargadas y multinucleadas (poseen muchos
nucleos) y se forman a partir de células mononucleares denominadas mioblastos.
Durante el proceso de diferenciacién miogénica, los mioblastsos se fusionan dando
lugar a miotubos (células multinucleadas). La maduracién de los miotubos formara
finalmente las fibras musculares (Fig. 3).
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Figura 3. Miogenesis y diversidad muscular
Existen 3 tipos de tejidos musculares que se diferencias por su forma y aspecto (Fig.4):

e Musculo estriado voluntario o esquelético: compuesto por células
multinucleadas largas y cilindricas que se contraen permitiendo la movilidad
del cuerpo y sus partes. Forma parte de cartilagos o aponeurosis.

e Musculo cardiaco: compuesto por células musculares cardiacas o
cardioiocitos. Son células alargadas y ramificadas. Forman parte de la pared

del corazon.

e Musculo liso involuntario: compuesto por células mononucleadas con el
nucleo en la posicion central. Son células fusiformes y no presentan
estriaciones ni un sistema de tubulos. Se encuentra en las paredes de las
visceras huecas y en la mayor parte de los vasos sanguineos.
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Figura 4: Tipos de tejido muscular

Los accidentes de trafico, las lesiones deportivas, las heridas de guerra, etc. pueden
ocasionar la pérdida de masa muscular que, dependiendo del grupo muscular
involucrado, pueden producir como consecuencia diversos grados de disfuncién.



El envejecimiento también conlleva una pérdida progresiva de masa muscular. Una
degeneracidn asociada de forma natural al paso de los anos pero que, sin embargo,
puede producirse de manera acelerada en algunas patologias, caso del cancer o, sobre
todo, en las distrofias musculares [5].

3.3Biomateriales

Los biomateriales pueden definirse como materiales biolégicamente inertes que se
implantan con el objeto de remplazar y/o restaurar tejidos vivientes y sus funciones, lo
que implica que estdn expuestos de modo temporal o permanente a fluidos del
cuerpo.

Debido a que los biomateriales restauran funciones de tejidos vivos y érganos en el
cuerpo, es esencial entender las relaciones existentes entre sus propiedades y la
respuesta biolégica tras su implantacién (interaccidon material-célula).

Los biomateriales pueden clasificarse en biodegradables y bioestables. Los materiales
biodegradables tienen la capacidad de ser compatibles con el tejido y de degradarse
cierto tiempo después de su implantacidon dando lugar a productos que no son téxicos
y que pueden ser eliminados o metabolizados por el organismo. Los materiales
bioestables permanecen de forma indefinida tras su implantacién sin degradarse con
el paso del tiempo.

Atendiendo al tipo de biomaterial utilizado podemos clasificar los biomateriales en (i)
biomateriales de origen bioldgico y (ii) materiales sintéticos [6].

Los biomateriales de origen bioldgico son previamente tratados para evitar una
respuesta inmunoldgica y el consecuente rechazo, estos biomateriales proceden del
tejido conjuntivo que forma parte de los huesos, los tendones, la piel, los ligamentos y
diversas membranas. El biomaterial de esta tipologia mdas usado es el colageno, se
trata de una proteina que puede formar fibras. Sus propiedades mecanicas como la
extensibilidad, la formacion de agregados moleculares, su elevada fuerza tensil, Ia
retencién de agua y la posibilidad de formacién de geles, asi como sus propiedades
guimicas como su capacidad para formar enlaces de entrecruzamiento, la reabsorcion
tisular, la semipermeabilidad, la degradacidon por colagenasas y la capacidad para
interactuar con diversas moléculas hacen del coldgeno un excelente biomaterial de
origen bioldgico [7].

Dentro del grupo de los biomateriales sintéticos podemos encontrar (i) los metales, (ii)
las ceramicas, (iii) los polimeros (Fig. 5).
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Figura 5. Clasificacion de los biomateriales sintéticos en funcion
de su naturaleza quimica

1.4.1 Los metales son utilizados como biomateriales con dos finalidades (i) la
fabricacidn de proétesis para reemplazar una parte del cuerpo y (ii) implantes para
la estabilizacién y ayuda en el proceso de regeneracion de un tejido. Los mas
utilizados actualmente son diferentes clases de aceros inoxidables, asi como titanio
y aleaciones de aluminio, vanadio y titanio [8].

1.4.2 Dentro de las ceramicas podemos encontrar dos grupos totalmente
diferenciados atendiendo a la funcionalidad de éstas. Por una parte, encontramos
(i) los carbonos, ceramicas densas e inertes que se utilizan para la realizacién de
implantes vasculares siendo el mas utilizado el grafito. Por otra parte, encontramos
(i) las ceramicas cristalinas bioinertes, las cuales se utilizan para la realizacién de
implantes dentales debido a su gran resistencia a la corrosién, la buena
compatibilidad, y la resistencia mecanica. La mas utilizada es la alimina [9].

1.4.3 Dentro del grupo de los polimeros podemos encontrar dos grupos en funcion
de su finalidad (i) elastémeros y (ii) plasticos. Los elastomeros pueden sufrir
grandes deformaciones teniendo la capacidad de volver a su estado original. Los
plasticos en cambio poseen una estructura mas rigida y pueden subdividirse en
funcién de su comportamiento térmico. También encontramos dentro de los
polimeros los hidrogeles los cudles son muy afines al agua y pueden ser tanto
plasticos como elastdmeros. La estabilidad quimica de los polimeros depende de la
fuerza que presentan sus enlaces quimicos. Las aplicaciones médicas de los
polimeros varian en funcién de las condiciones del mismo, siendo utilizados como
suturas (nylon), adhesivos tisulares (cianoacrilatos), transporte y liberacién de
medicamentos (silicona).



Un biomaterial debe cumplir los requisitos siguientes: (i) biocompatible, debe ser
aceptado por el organismo receptor, evitdndose asi el posible rechazo ante la
presencia del biomaterial, (ii) no ser carcindgeno ni toxico, (iii) tener estabilidad
quimica, o ser biodegradable en productos no tdxicos, durante al menos el tiempo de
permanencia en el individuo, (iv) que las propiedades mecdnicas, asi como la
resistencia, el tiempo de fatiga, las caracteristicas superficiales y el peso sean idéneos,
y (v) tanto el tamafo, como el disefio, como la forma del implante, deben ser los
apropiados. A esto se le debe afiadir una minimizacién de los costes, un proceso de
fabricacidn reproducible y de facil procesamiento para su reproduccién a gran escala
[4].

3.4Acido polilactico como biomaterial

Debido a su bioresorbabilidad y biocompatibilidad en el cuerpo humano, el acido
polilactico (PLLA), un polimero sintético biodegradable, ha sido empleado para fabricar
soportes celulares, membranas de cobertura, diferentes implantes médicos
bioabsorbibles, asi como en dermatologia y cosméticos.

Entre los polimeros biodegradables utilizados mas frecuentemente en ingenieria
tisular se encuentran los poliésteres alifaticos lineales como es el caso del PLLA. Es de
destacar que este biomaterial es uno de los pocos polimeros sintéticos aprobados por
la Food and Drug Administration, en adelante FDA, para aplicaciones clinicas humanas.
Los inconvenientes de este biomaterial residen en su hidrofobicidad, la falta de grupos
funcionales (lo que limita la adhesién celular), asi como su lenta degradacién
hidrolitica [10].

Los soportes celulares hibridos, basados en una combinacién de polimeros
biodegradables sintéticos y naturales, son particularmente prometedores porque
combinan las ventajas de los dos tipos de materiales. Deben mantener suficiente
resistencia mecdnica mientras proporcionan receptores especificos de la superficie
celular durante el proceso de remodelacién del tejido que estimula tanto el
crecimiento celular in vitro como in vivo. Los materiales hibridos basados en PLLA han
sido exitosamente probados clinicamente para ese propdsito, se han realizado ensayos
sobre tejidos incluyendo higado, adiposo y tejidos éseos [10].

En conclusién, el PLLA es un material apto en el campo de la ingenieria de los tejidos
puesto que proporciona unas condiciones microambientales idoneas para el cultivo y
proliferacion de células, debido a sus propiedades quimicas y fisicas. Diversos estudios
realizados hasta el momento han constatado la capacidad de este biomaterial, siendo
los resultados obtenidos altamente favorables [10].
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3.5El Zn*? como idn bioactivo

Los oligoelementos o elementos traza tienen un papel fundamental en el organismo o
presentan una alta toxicidad, es por ello por lo que se encuentran en cantidades
inferiores a los 250mg/g tanto en los tejidos que forman nuestro cuerpo, como en los
alimentos que ingerimos o los liquidos que bebemos [11]. Son sustancias que actlan
como catalizadores de las reacciones bioquimicas del organismo, siendo esenciales
para muchos procesos metabdlicos. Entre los elementos traza se encuentran el bromo,
boro, cobre, hierro, manganeso y zinc. No todos los oligoelementos tienen la misma
importancia ni papel dentro del organismo; en nuestro caso nos centraremos
Unicamente en el papel del zinc como oligoelemento. La mayor parte de las funciones
fisiolégicas que realiza tienen lugar a nivel intracelular, estando en este
compartimento el 95% de éste, repartido por todo el organismo [12]. El mayor
contenido se encuentra en huesos, musculos, piel, cabellos, etc. Las concentraciones
mas elevadas se encuentran en la retina y los genitales masculinos, sobretodo en la
prdstata. El higado tiene un rol fundamental en el metabolismo del zinc y es reserva en
caso de demanda inminente. La deficiencia de zinc puede producir (i) pubertad
retrasada en humanos y un retraso de crecimiento y (ii) alteraciéon de la funcién
inmune que puede llevar a un aumento del numero de infecciones tanto digestivas
como dermatoldgicas. Las principales funciones del zinc en el organismo son (i)
regulacion de la ingesta alimenticia debido a su influencia en el hipotdlamo, (ii)
influencia sobre la actividad de varias metaloenzimas [13], (iii) papel fundamental en la
transcripcion génica, (iv) participa en la trasduccién de sefiales como cofactor de la
proteina quinasa C [14], (v) influencia de la secrecién de GH, IGF-I, hormonas tiroideas
y esteroides sexuales [15].

Estas son algunas de las funciones principales del zinc en el organismo, en la tabla
siguiente (tabla 1) se pueden observar todas las funciones de éste.
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Tabla 1. Funciones fisioldgicas del zinc [16]

Funciones fisioldgicas del zinc

Funcidn cerebral.

Neuromodulador en las sinapsis.

Respuesta frente al stress.

Crecimiento e integridad celular.

Mantiene la homeostasis de los tejidos epiteliales.

Citoprotector: propiedades antioxidantes, antiapoptdticas y antiinflamatorias.

Metabolismo del hueso pues es un constituyenie de la matriz, es un activador de varias metaloenzimas e incrementa los pardme-
tros de la formacidn del hueso.

Maduracidn sexual.

Fertilidad v reproduccidn: importante para el desarrollo v crecimiento fetal.

Mamtenimiento de la funcidén ocular normal.

Visidn nocturna.

Agente inmunorregulador v regulador en diferentes mediadores de la inmunidad como enzimas v citoguinas, lo que explica las
gran imporancia del zinc en la regulacidn de la activacidn, proliferacidn y apoptosis de las células linfoides.

Funcidn cardiorrespiratoria y promocidn de fuerza en personas sanas y en atletas. Suplementacidn con zinc tiene efectos positi-
vos en los pardmetros hematoldgicos de atleras.

Determinados elementos traza, como es el caso del Zn, intervienen en la regulacién de la presion sanguinea, actuando por lo tan-
Lo en ciertos tipos de hiperiensidn arterial.

Sentido del gusto v del apetito, debido a ello, una terapia con zinc aumenta la recuperacion de pacientes que sufren anorexia ner-
viosa por un incrementar la ganancia de peso y mejorar la ansiedad y depresidn de estos pacientes.

El zinc es el menos tdxico de todos los oligoelementos y con un margen de seguridad
muy amplio (diferencia entre la dosis recomendada y la téxica). Segun el estudio de la
Tolerable Upper Intake Level (UL), que define el nivel maximo de ingesta diaria de un
nutriente que no supone un riesgo o que no causa efectos adversos sobre la salud, el
UL del zinc se encontraria en 40 mg/dia [17]. Se ha demostrado como un consumo de
dosis moderadamente elevadas de zinc en hombres genera (i) un aumento en la
probabilidad de contraer un cdncer avanzado de prdstata, (ii) inhibicidon de los efectos
de los biofosfonatos, (iii) incremento de los niveles de testosterona, (iv) incremento
del colesterol, (v) reduccién de los niveles de HDL, (vi) puede producir disfuncién
inmune [18].
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4. Preparacion de soportes celulares y técnicas de
caracterizacion

4.1 Materiales

4.1.1 Poli-L-Lactico Acido (PLLA)

Para la obtencidn de PLLA, se parte de acido lactico, el cual puede ser obtenido a partir
de la fermentacion de recursos renovables como el maiz, la remolacha, el trigo y otros
productos con abundancia de almidén [19]. Este polimero ha recibido mucha atencién
recientemente debido a que es biodegradable y por ello de gran utilidad en
aplicaciones médicas. En el presente TFG, se ha utilizado PLLA semicristalino para los
soportes celulares disolviéndolo en distintas concentraciones con dioxano.

Puesto que el dcido 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 isémero L es metabolizada por el organismo humano, a diferencia
de la configuracién con el isomero D. Mezclando la composicidn se obtienen diferentes
niveles de cristalinidad y gracias a eso se puede controlar su biodegradabilidad [20]. 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 semicristalino, con
una cristalinidad de alrededor del 37%, termoplastico (similar al polietileno y al
polipropileno en algunas de sus propiedades) y totalmente biodegradable. También
tiene un elevado maédulo 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 afos,
segln qué tipo de radicales posean sus cadenas y la formulacién utilizada [21]. Se
utiliza en un amplio nimero de aplicaciones dada su alta versatilidad y las
caracteristicas que ofrece. Asi podemos encontrarlo tanto en aplicaciones de
ingenieria tisular (como el caso de este TFG), como en aplicaciones farmacéuticas,
prostéticas, en el sector alimentario, etc. A continuacién, se presentan (Tabla 2) alguna
de sus propiedades de principal interés:
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Tabla 2 Propiedades del PLLA

Acido Poli-L-Lactico (PLLA)

(C3H402) n “H e,
Y
Temperatura de fusiéon (a 1 atm) 175-178C
Densidad atdmica 14,0067 g/mol
Soluble en Cloroformo, Dioxano, Dicloretano,
Heptano, DMF, Isopropanol, MIBK,
Octanol, THF, Tolueno

4.1.2 Dioxano (C4Hsg03)

El 1,4-dioxano en condiciones normales es un liquido incoloro y volatil que se disuelve
facilmente en agua. Se puede obtener por deshidratacion inter o intramolecular, por
dehidrocloracion de glicol, diglicol o sus productos clorados de sustitucién, o por
dimerizacion de éxido de etileno [22]. Sus aplicaciones mas frecuentes son como
solvente en la fabricacién de productos quimicos y como reactivo en el laboratorio. Sus
propiedades como solvente lo hacen adecuado para otros muchos usos [23]. En el caso
del TFG, se ha utilizado como disolvente para el acido poli-L-lactico ya que facilita su
reaccidon. A continuacién, se presentan en la Tabla 3 algunas de sus propiedades de
principal interés:

Tabla 3. Propiedades del dioxano

Dioxano
C4H802 “H e,
Y
Temperatura de fusién (a 1 atm) 11,8 °C
Densidad atémica 1,03 g/cm3
Peso molecular 88,11 g/mol

4.1.3 Cloruro de Zinc (ZnCly)

El cloruro de zinc es higroscépico y delicuescente por lo que debe protegerse de
fuentes de humedad y en condiciones normales presenta polimorfismo. Se conocen
cuatro formas cristalinas, llamadas polimorfos. Por enfriamiento rapido de
ZnCl; fundido se obtiene un vidrio (sdlido amorfo). Se utiliza para diversas aplicaciones
como (i) procesos textiles, (ii) fabricacion de decapantes, (iii) catalizador para sintesis
organica [24].
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Tabla 4. Propiedades del cloruro de zinc

Cloruro de Zinc

Formula molecular ZnCl;
Temperatura de fusiéon (a 1 atm) 2832C
Densidad atdmica 2,907 g/cm3
Masa molar 136,3 g/mol

4.1.4 Agua (H20)

El agua es un compuesto quimico inorganico, inodoro, incompresible, incoloro e
insipido, que es fundamental para casi todas las funciones de nuestro organismo,
ademas, es el componente mas abundante del mismo [25].

Las moléculas de agua estan formadas por dos atomos de hidrogeno y uno de oxigeno
gue 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 él a los electrones de los enlaces covalentes, creando asi una polaridad que hace
gue se pueda unir con facilidad a otras sustancias polares. Entre moléculas de agua, se
crean uniones por puente de hidrégeno, los cudles son muy importantes para la vida,
ya que otorgan un amplio rango de propiedades fisicoquimicas al agua.

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) [26].

Tiene un alta constante dieléctrica y un calor y de vaporizacién elevados. También
cabe notar que permanece en un amplio rango de temperaturas en fase liquida. Como
dato curioso, cabe resefiar que la densidad del agua en estado liquido es superior a su
densidad en estado sélido.

En nuestro TFG hemos utilizado concretamente un tipo de agua ultrapura de tipo 1
denominada agua milli-Q. Este tipo de agua es sometida a unos procesos de
purificaciéon que implican sucesivas etapas de filtracidon y desionizacién. De esta forma
se obtiene una pureza convenientemente caracterizada en cuanto a términos de
resistividad (tipicamente 18,2 MQ - cm a 259C) .

A continuacién, se presenta en la Tabla 5 algunas de sus propiedades de principal
interés:
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Tabla 5. Propiedades del agua

Agua
H20 /O\
H H
Peso molecular 18,015 g/mol
Densidad (liquido) 1 atm 1g/cm3
Temperatura de fusion 0eC
Temperatura de ebullicidn 1009C

4.1.5 Zincon (C20H15N4NaO6S - H20)

El zincon es una sal monosddica, utilizado como: (i) reactivo para la determinacion

espectrofotométrica del zinc [27] [28], (ii) determinacidn simultanea del zinc y cobre

[29], (iii) en el andlisis automatizado de inyeccién de flujo de zinc [30].

Tabla 6. Propiedades del zincon

Zincon

C20H15N4Na06Ss - H20

OH
B )
o N N
\T:?\\ e Sy o
o |
(e} H
s Ho” o
Na_ ‘
-

Masa molar

462,41 g/mol

Temperatura de fusidon

250°C
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4.2 Métodos

4.2.1 Preparacion de disoluciones

Materiales

oA wWwN R

LNk WN R

» Disolucién de PLLA en dioxano al 5%(w/v)

PLLA en granza

Dioxano

Frasco ISO graduado de 50ml de volumen
Agitador magnético

Iman agitador

Balanza digital de precisién

» Disolucién de ZnCl; en agua milli-Q partiendo de disolucion base

Disolucién de ZnCl;,

Agua milli-Q

Frasco ISO graduado de 50ml de volumen
Agitador magnético

Iman agitador

Pipeta

Probeta graduada de 10ml

Tubo de ensayo

Vortex

Los soportes celulares se prepararon a partir de disoluciones de PLLA-dioxano y ZnCl;

en agua. A continuacién, se describe el protocolo seguido en la preparacién de los

soportes celulares bidimensionales.

» Disolucién de PLLA en dioxano al 5%(w/v)

Se preparé una disolucion de PLLA en dioxano al 5% (w/v). El volumen de dioxano

utilizado fue de 20ml por lo que mediante un simple calculo se obtuvo la cantidad de

PLLA que nos hacia falta para conseguir la disolucién al 5% (w/v):

100 ml de dioxano 5 gramos de PLLA

20 ml de dioxano X gramos de PLLA
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X=20-5/100=1 gramo de PLLA necesarios para preparar una disolucion al 5%(w/v) en
20 ml de dioxano.

Una vez realizado los cdlculos previos, el procedimiento de elaboracion de la disolucion
fue el siguiente:

1. El PLLA en formato granza fue pesado en la balanza digital de precisién, hasta
obtener un pesode 1 g.

2. Una vez teniamos pesado el PLLA, se vertié en un frasco I1SO graduado de 50ml de
volumen 20 ml de dioxano.

3. Se introdujo la cantidad pesada de PLLA en el frasco ISO que contenia el dioxano,
se introdujo el iman agitador y se cerré herméticamente con parafilm de forma
gue se evitara la evaporacién del dioxano, ya que se trata de un liquido muy volatil.

4. Se colocd el frasco herméticamente cerrado en un agitador magnético dejandolo
agitar durante la noche.

» Disolucién de ZnCl; en agua milli-Q partiendo de disolucién base

Se partié de una disolucién de 400 mg/ml de cloruro de zinc (ZnCl;) en agua que
teniamos en stock, nuestro objetivo era preparar 6ml de una concentracién de 125
mg/ml, por lo que hubo que hacer el calculo de volumen que teniamos que coger de la
disolucién en stock:

[A]-Va=[B]-Ve
[A]: concentracidn de 400 mg/ml
Va: volumen de la concentracion de 400mg/ml requerido

[B]: concentracion de 125 mg/ml

Ve. 6 ml de concentracion 125 mg/ml

Va= [B]-Vs/[A]=125*6/400=1,875 ml de disolucién de concentracién 400 mg/ml

Una vez calculado el volumen necesario de la disoluciéon en stock, calculamos la
cantidad de agua milli-Q necesaria hasta llegar a los 6ml de concentracion 125 mg/ml
gue necesitamos, de acuerdo con el siguiente célculo:
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6ml-1,875mI=4,125 ml de agua milli-Q

Una vez realizado los cdlculos previos, el procedimiento de elaboracién de la disolucion
fue el siguiente:

1. Se partié de una disolucién de cloruro de zinc de concentracion 400mg/ml, tal y
como se ha indicado anteriormente, de la cual se cogié un volumen de 1,875ml con
una pipeta y se deposité en un tubo de ensayo.

2. En el mismo tubo de ensayo y mediante la ayuda de una probeta graduada se
afiadieron 4,125 ml de agua milli-Q, con el objetivo de obtener una disolucién de
cloruro de zinc en agua milli-Q con una concentracién de 125 mg/ml

3. Posteriormente, se colocd el tubo de ensayo en el vértex para que se disolviera
bien el cloruro de zinc durante aproximadamente 1-2 min.

» Preparacion de los films 1X, 2X, 3X

Con los 6 ml totales de concentracion 125 mg/ml preparamos las siguientes
disoluciones (ver tabla 7), que son con las que hemos trabajado para la elaboracién de
los films.

Tabla 7. Proporciones en la elaboracion de las disoluciones

Volumen
Volumen Volumen total

Disoluciéon de concentracion
A illi-Q (ml (ml)
125 mg/ml (ml) gua milli-Q (ml)

1X 0,078 3,922 4,000
2X 0,156 3,844 4,000
3X 0,234 3,766 4,000

Como podemos observar en la tabla anterior el volumen total utilizado de cada una de
las disoluciones fue de 4ml con las proporciones anteriormente citadas. Obteniéndose
asi un total de 3 disoluciones.

Una vez fueron preparadas las 3 disoluciones, se prepararon 20ml de cada una de las
disoluciones mezclando en la siguiente proporcion, el 98% de la disoluciéon de PLLA y
dioxano preparada anteriormente y el 2% de cada una de las disoluciones de ZnCl; (ver
tabla 8).
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Tabla 8. Cantidad de reactivo utilizado para las disoluciones

DISOLUCION PLLA+DIOXANO ZnCl21X | ZnCl22X | ZnCl, 3X

PLLA+DIOXANO+ZnCl, ]

1 1X 19,6ml 0,4ml -
PLLA+DIOXANO+ZnCl, ]

2 2X 19,6ml ) 0,4m|
PLLA+DIOXANO+ZnCl, ] ] 0,4m

3X 19,6m!
PLLA+DIOXANO 20,0ml - ;

Todas las mediciones de los volumenes citados anteriormente se realizaron con una

pipeta, siendo estos posteriormente introducidos en frascos ISO graduados.

4.2.2 Obtencidn de soportes bidimensionales cargados con
iones bioactivos

Para la elaboracién de los films y tal y como se ha indicado anteriormente se
requeria un porcentaje del 2% de cada una de las disoluciones de cloruro de
zinc en agua milli-Q, y un 98% de la disolucién de PLLA en dioxano, siendo los
volumenes utilizados los citados anteriormente (tabla 8).

Estos porcentajes eran tomados de cada una de las respectivas disoluciones
con el uso de una pipeta, e introducidos en un frasco graduado ISO,
posteriormente, se introdujo el iman agitador y el parafilm para evitar la
volatilizacién del dioxano, dejandose agitar durante la noche en un agitador
magnético.

Una vez las disoluciones se habian vuelto homogéneas se introdujeron cada
una de ellas en placas petri de vidrio mediante el uso de una probeta graduada
en la siguiente proporcién (tabla 9).

Tabla 9. Relacion entre el volumen de disolucion y el didametro de la placa petri

Volumen @ de la placa petri
de disolucion (1X, 2X, 3X)

10,66 ml 6cm

13,33 ml 7,5 ¢cm

16,00 ml 9cm
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4. Una vez se vertid cada una de las disoluciones en las placas petri se dejo bajo
campana durante 24h.

5. Posteriormente y, por ultimo, para conseguir la evaporacién total del dioxano
se realizaron 2 ciclos de vacio de 2 horas a 602C con un intervalo de descanso
de 1 hora entre ciclo y ciclo.

Materiales

Placa petri de vidrio

Papel de laboratorio
Micropipeta

Agua milli-Q

Disoluciones de ZnCl;
Disolucién de PLLA en dioxano
Frasco graduado ISO

Parafilm

. Probeta graduada

10. Iman agitador

LN EWNE

4.3 Técnicas de Caracterizacion

4.3.1 Propiedades calorimétricas (Calorimetria diferencial
de barrido (DSC))

A la hora de caracterizar el comportamiento térmico de los materiales, la técnica de
calorimetria diferencial es una de las mas utilizadas. Con esta técnica se mide la
capacidad calorifica molar aparente de macromoléculas o cristales en funcién de la
temperatura. La manipulacion subsecuente de esta magnitud proporciona una
caracterizacion termodindmica completa de una transicién. Fundamentalmente hay
tres tipos de informacién que se pueden obtener de un analisis con el DSC:

1. La capacidad calorifica parcial o absoluta de una molécula.
2. El conjunto de parametros termodinamicos (cambio de entalpia [AH], cambio
de entropia [AS], y cambio de capacidad calorifica [ACp]) asociados con una

transicién inducida de temperatura.

3. La funcién de particion y concomitantemente la poblacion de estados
intermedios y sus parametros termodinamicos.
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Figura 6. Esquema de un DSC

El funcionamiento del DSC consiste en colocar dos capsulas al mismo tiempo en dos
células distintas (en la Fig. 6, unairia en la Ry la otra en la S), una de ellas conteniendo
la muestra que se quiere analizar y en la otra una capsula 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 en un ratio de escaneo constante, gracias a
un mecanismo de retroalimentacion. La potencia diferencial que tiene que ser aplicada
a la célula con la muestra para mantener AT = 0 se monitorea continuamente en
funcién 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 [31].

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 gréfica, se pueden determinar distintos comportamientos en la muestra,
segln sea su estructura interna y sus caracteristicas térmicas (Fig. 7).
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Degradacion

Cristalizacion

Transicion vitrea

Flujo de calor o C,

Temperatura
|

Figura 7. Transiciones tipicas mostradas en un analisis DSC

Transicion Vitrea

La transicién vitrea es el momento en el que un polimero pasa de tener una cierta
capacidad calorifica a ver como esta es aumentada después del punto de inflexién (Tg).

Fase de cristalizacion fria

Después de la transicion vitrea, algunas veces los polimeros ganan la suficiente
energia como para formar nuevos cristales, produciéndose una liberacién de calor.
Esta liberacién de calor se traduce en una depresién en la curva de flujo de calor vs
temperatura.

Fase de fusion

Cuando se alcanza la temperatura de fusién (Tm), se produce la ruptura de todos los
enlaces cristalinos. Es por ello por lo que se necesita un gran aporte de calor, que se ve
reflejado como el gran pico del final de la grafica. El area de la curva de dicho pico
representa ese aporte de calor, ddndonos la entalpia del proceso de fusién.

Para cada material y/o analisis se preconfiguran unas condiciones para la medida, de

manera y forma que se pueden controlar las condiciones en las que se realizar3 el
ensayo.
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En el caso del proyecto que aqui se detalla, se utilizd un Perkin ElImer - DSC 8000 (Fig.
8), configurandolo para realizar dos ciclos de calentamiento y uno de enfriamiento. El
programa para dicho ciclo (el cual tardaba alrededor de 50 min en completarse) era:

Enfriar desde 302C hasta 02C a 20 2C/min.
Mantener durante 5 min a 09C

Calentar desde los 09C hasta los 1802C a 202C/min.
Mantener durante 10 min a 1802C

Enfriar desde 18029C hasta 02C a 202C/min.
Mantener durante 5 min a 09C

Calentar desde los 09C hasta los 1802C a 202C/min.

No vk wNe

Se hizo el ensayo con 5 muestras diferentes:
e PLLA 5%+ Dioxano+ ZnCl; 1X
e PLLA 5%+ Dioxano+ ZnCl; 2X
e PLLA 5%+ Dioxano+ ZnCl; 3X
e PLLA 5%+Dioxano
e PLLA en granza(puro)

Las muestras tenian que tener un peso entre 5-6 mg. Una vez introducidas y selladas
dentro de las cdpsulas para introducirlas en el DSC, se les hacia un pequefio agujero
con una aguja para asi evitar que si quedaba algun resto de solvente o habian
absorbido agua explotasen con la presién del vapor durante la evaporacién del
solvente (o el agua) al aumentar la temperatura.

Figura 8. Equipo DSC
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4.3.2 Analisis Termogravimétrico (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 atmosfera especifica.

Dicho programa puede consistir tanto en mantener la temperatura constante
(isoterma), como en calentar a velocidad constante, enfriar o alguna combinacién 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 descomposicién, sublimacion,
desorcidn, absorcidn, etc.), aunque en algunos casos concretos también se puede dar
una ganancia de peso. La atmdsfera que se utiliza puede ser de dos tipos: estdtica y
dinamica (con un caudal determinado). Los gases mas habituales que se utilizan son el
N2, aire, Ary CO,.

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, sin embargo, no
detecta procesos como fusiones y cambios de fase.

El equipo que se ha utilizado para el andlisis TGA consta de 5 partes principales (la
Figura 9 muestra el equipo utilizado en el presente TFG (Mettler Toledo - DSC/TGA 2):

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

2. Horno y sensores de temperatura (que suele ser un termopar cerca de la
muestra)

3. Programador de temperatura
4. Controlador de la atmdsfera (segun el gas y el caudal)

5. Dispositivo para almacenar y en algunos casos procesar los datos de peso y
temperatura 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 y 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 X. Habitualmente, también se suele solapar en el mismo gréfico la
curva correspondiente a la derivada respecto al tiempo o a la temperatura de la curva
termogravimétrica (Fig. 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 temperatura inicial y final de los procesos, al igual que ayuda a detectar
procesos solapados [32].
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Figura 10. Termograma de un polimero con su derivada

Se pueden obtener diferentes tipos de informacién de una grafica como la anterior
(figura 10). Segun el momento y la temperatura a la que se produce un cambio en la
masa, se pueden establecer ciertos patrones que nos indican que es lo que ha
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provocado dicho cambio. Estas son los procesos que pueden presentarse,

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

Combustiéon de la fraccidn organica: El residuo que resulta después de la fase
anterior esta 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
inorgdnica también quedan como residuos después del proceso de degradacién
del polimero, dado que, por lo general, degradan a temperaturas mas altas.

En el caso del TFG, el programa que se siguié para el tratamiento de las muestras fue el

siguiente:

e Pesado previo de las muestras a la introduccién en el equipo para
establecer un peso de entre 5-10 mg.

e Pesado de muestras dentro del propio equipo, habiendo quemado
primero los crisoles que contendrian la muestra con un soplete (para
eliminar la carbonilla residual), para después tarar su peso e introducir
las muestras.

e Calentamiento desde 302C hasta 852C a una velocidad de 102C/min.

Se colocaron en los crisoles 5 muestras: (i) PLLA puro en granza, (ii) PLLA+DIOXANO,
(iii) PLLA+DIOXANO+ZnCl, 1X, (iv) PLLA+DIOXANO+ZnCl; 2X, (v) PLLA+DIOXANO+ZnCl,

3X.
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4.3.3 Propiedades mecanicas. Analisis dinamico-mecanico
(DMA)

Para caracterizar mecanicamente los soportes celulares se optd por someterlos a
esfuerzos de traccion a través de un analisis dindmico-mecdanico (DMA).

El comportamiento mecdnico de los polimeros y compuestos poliméricos se estudia
comunmente por DMA, una técnica en la que el médulo de almacenamiento (E’) y el
modulo de pérdida (E”’) de la muestra, bajo carga oscilante, son controlados con el
tiempo, la temperatura o la frecuencia de oscilacién de la fuerza aplicada. La relacion
E”’/E’ es la tangente de pérdidas (tan &). Los mdédulos cambiaran con la temperatura a
medida que cambien los movimientos moleculares dentro del polimero. El médulo de
almacenamiento de un polimero disminuye rapidamente mientras que el mdédulo de
pérdida y tan 6 pasa a través de un maximo cuando el polimero se calienta a través de
la regién de transicion vitrea [33].

En el presente TFG se realizd un barrido en frecuencia de dos de los films preparados
(film preparado a partir de la disolucion de PLLA y dioxano en cloruro de zinc 1X y PLLA
con dioxano en cloruro de zinc 3X) desde 0,01Hz hasta 100Hz manteniendo la
temperatura constante a 372C puesto que se trata de la temperatura corporal del ser
humano, y la finalidad del ensayo es probarlo en condiciones reales. De cada uno de
los films se realizaron 5 medidas.

4.3.4 Cuantificacion de la liberacién de iones de zinc por
espectrofotometria

Materiales

Troquel @8mm
Martillo

Placa multipocillo (P24)
Tubos eppendorf
Micropipeta

Gradilla

Tubo de plastico
Zincon

WK N PR WM PR

. Balanza electrénica

10. Placa multipocillo (P96)
11. NaOH

12. Buffer tris
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13. Victor
14. Vortex

» Preparacion de la alicuotas

1. Se troquelaron 4 muestras de diametro 8mm de cada uno de los films
realizados previamente: (i) PLLA+Dioxano, (ii) PLLA+Dioxano+ZnCl, 1X,
(iii) PLLA+Dioxano+ZnCl; 2X, (iv) PLLA+Dioxano+ZnCl; 3X.

2. Las muestras troqueladas fueron introducidas en una placa multipocillo
(P24) (tabla 10). Posteriormente se introdujo en cada uno de los pocillos
1ml de agua milli-Q.

Tabla 10. Distribucidn de cada una de las muestras en la placa multipocillo P24

(0) PLLA+Dioxano

(1) PLLA+Dioxano+ZnCl; 1X

(2) PLLA+Dioxano+ZnCl, 2X

(3) PLLA+Dioxano+ZnCl; 3X

0000
0000
0000

0000
9000
9000

Se realizaron 12 medidas de tiempo acumulativas:

t1: 10min ts: 50min to: 150min
t2: 20min te: 60min t10:240min
t3: 30min t7: 90min t11:24h
t4: 40min tg: 120min t12:72h

En cada medida de tiempo se obtuvieron 16 alicuotas distintas. Obteniéndose un total
de 192 alicuotas.

29



3. Las alicuotas fueron realizadas con una micropipeta y se introdujeron en
tubos eppendorf, los cuales fueron etiquetados de la siguiente manera:

12 Tipo de disolucion ((0), (1), (2), (3))
22 Numero de muestra (M1, M2, M3, M4)
32 Medida de tiempo (t1, t2, t3, ..., t12)

4. Cada eppendorf contenia 60ul de cada una de las respectivas alicuotas
tomadas y se iban depositando en una gradilla ordenados por la medida
de tiempo.

» Preparacion de las disoluciones patrdn para la curva de calibrado a partir de
la disolucidn de ZnCl; en agua milli-Q de concentracién 125 mg/ml.

1. Se determinaron cantidades en 8 puntos diferentes para poder elaborar la
curva de calibrado.

[ZnCl;] = 125 mg/ ml =125 g/L
PM (ZnCl;) = 136,29 g/mol

M(ZnCl2) = [ZnCl2]/PM(ZnCl2) = 125/ 136,29 = 0,917M=9,17-10% uM

Como la cantidad era muy pequeia se decidid diluirlas en agua para poder pipetear
correctamente. Se diluyd 1ml de ZnCl; en 9ml de agua mili-Q obteniéndose una
disolucién 1:10.

Punto 1- 500 uM
M1-Vi= M2-V,
9,17 -10° uM -V1= 500 uM - 1000 pl
V1= 0,55 ul de ZnCl;
Como se hizo la dilucién 0’55 ul - 10= 5,5 ul de ZnCl,

1000 - 5,5 =994,5 ul de agua milli-Q
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Punto 2- 400 uM

M1-V1= M2-V2
9,17 -105uM V1= 400 pM - 1000 il
V1= 0,44 pl de ZnCI2

Como se hizo la dilucion 0,44 pl - 10= 4,4 pl de ZnCI2

1000 — 4,4 = 995’6 ul de agua milli-Q

Punto 3- 250 yM
M1-V1= M2-V2
9,17 -10° uM -V1= 250 uM - 1000 pl
V1= 0,27 pl de ZnCI2

Como se hizo la dilucion 0,27 pl - 10= 2,7 pl de ZnCI2

1000 - 2,7 =997,3 ul de agua milli-Q

Punto 4- 125 yM
M1-V1= M2-V2
9,17 -10° uM V1= 125 uM - 1000 pl
V1= 0,136 ul de ZnClI2

Como se hizo la diluciéon 0,136 pl - 10= 1,36 pl de ZnClI2

1000 — 1,36 = 998,64 ul de agua milli-Q
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Punto 5- 62,5 uM
M1-V1= M2-V2
9,17 -10°uM V1= 62,5 uM - 1000 pl
V1= 0,068 ul de ZnCl2

Como se hizo la dilucion 0,068ul - 10= 0,68 ul de ZnClI2

1000 - 0,68 = 999,32 ul de agua milli-Q

Punto 6-31,25 uM
M1-V1= M2-V2
9,17 -10° uM -V1= 31,25 uM - 1000 pl
V1= 0,034 ul de ZnCI2

Como se hizo la dilucion 0,034 ul - 10= 0,34 ul de ZnClI2

1000 - 0,34 = 999,66yl de agua milli-Q

Punto 7-15,625 uM
M1-V1= M2-V2
9,17 -105uM V1= 15,625 uM - 1000 pl
V1=0,017 pl de ZnCI2

Como se hizo la diluciéon 0,017 pl - 10= 0,17 ul de ZnCI2

1000 -0,17 = 999,83 ul de agua milli-Q

Punto 8-7,8125 uM
M1-V1= M2-V2
9,17 -105uM V1= 7,8125 uM - 1000 pl
V1= 0,008 ul de ZnCI2

Como se hizo la dilucién 0,008 pl - 10= 0,08 ul de ZnClI2

1000 - 0,08 = 999,92 ul de agua milli-Q
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2. Se pipetearon las cantidades en tubos eppendorf correctamente sefalados.

» Preparacion de la disolucion de NaOH 1M.
1. Se determinaron las cantidades necesarias:

Volumen total de la disolucion= 10ml=0,01L
PM NaOH= 23+16+1= 40g/mol

M=n/v(L)=n=1-0,01=0,01 moles de NaOH
n=m/PM = m=PM - n=40-0,01= 0,4 g de NaOH
2. Se pesaron 0,4g NaOH en la balanza electrénica y fueron afiadidos a un

frasco graduado ISO.

3. Se midieron 10 ml de agua milli-Q con una probeta y fueron afiadidos al
mismo frasco graduado ISO.

4. Se introdujo el imén agitador y se dejo agitar durante 30min en un agitador
magnético.

» Preparacion de la disolucion de zincon.

1. Se pesaron 9,7mg de zincon introducidos en un tubo de plastico en la
balanza electrénica.

2. Se anadieron mediante el uso de una micropipeta 146ul de la disolucion de
NaOH preparada anteriormente en el tubo de plastico que contenia el
zincon.

3. Se afiadieron mediante el uso de una probeta graduada y una micropipeta
7,3ml de Buffer tris (7ml con la probeta y 300ul con la micropipeta) en el

tubo de plastico que contenia el zincon y el NaOH.

4. Finalmente se mezclé todo con el vortex durante 2-3min y posteriormente
se tapd con papel de aluminio.
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> Colorimetria (Liberacién de iones de zinc Zn*?).
1. Se cogieron 3 placas multipocillo (P96) para la realizacion del ensayo de
liberacién de iones de zinc Zn*2. El nimero total de alicuotas fue de 224 (48

de cada una de las disoluciones y 32 de la curva de calibrado).

2. En cada uno de los pocillos se introdujeron las siguientes cantidades y en
este orden:

12) 50ul de disolucién
29) 75ul de buffer tris
39) 25ul de zincon

3. Se esperd durante 2min y posteriormente fue analizado con el Victor.
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5. Analisis de los resultados

5.1Propiedades calorimétricas-Calorimetria diferencial
de barrido (DSC)

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

» Primer calentamiento
Para empezar el analisis de los resultados de la técnica del DSC, se observa la gréfica de
representacion de la curva de flujo de calor (Fig. 11) durante el primer calentamiento
(de 0 a 180 29C), asi como la derivada de la misma (Fig. 12).

5J/(g-K)

exo

e (Granza
e P LA _DIOXANO
1X

QD

B

D
7 N—
ﬁ_

0 200 40 60 8 100 120 140 160 180 200 T (2C)

Figura 11. Grafico DSC del primer calentamiento de diferentes estructuras de PLLA
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Figura 12. Grafico DSC de la derivada del primer calentamiento de diferentes
estructuras de PLLA

En nuestras graficas se puede observar claramente cinco diferentes estructuras que
contienen PLLA: (i) PLLA en granza (puro), (ii) PLLA con dioxano, (iii) PLLA con dioxanoy
con una cantidad de sal de cloruro de zinc (1X), (iv) PLLA con dioxano y con una
cantidad de sal de cloruro de zinc (2X), (v) PLLA con dioxano y con una cantidad de sal
de cloruro de zinc (3X).

En la primera grafica (Figura 11) y rodeado con un circulo de color azul oscuro, se
puede apreciar la fusion de los cristales de PLLA. Los cuales funden a una temperatura
entre 1452C y 1552C. En cambio, la temperatura de transicién vitrea no es claramente
observable ni en la grafica del flujo de calor durante el primer calentamiento (Figura
11) ni en su derivada (Figura 12), por lo que se procedié a su calculo utilizando el
software del DSC del laboratorio, obteniéndose los resultados observables en la tabla
11.

Para el calculo del porcentaje de cristalinidad se partid de que la entalpia para un
enantiomero puro de PLA 100% cristalino (AH%y) es de 93 J/g [34], dividiendo cada uno
de los AH obtenidos en el software del DSC para cada una de las distintas estructuras
con PLLA entre el AH del PLLA 100% cristalino se obtuvo el porcentaje de cristalinidad.
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Tabla 11. Propiedades de cada una de las estructuras que contienen PLLA durante el
primer calentamiento.

Tm (2C) Tm (K) Tg (2C)inflex point | AH (J/g) | cristalinidad (%)
PLLA Granza 151,78 424,93 62,83 28,06 30,17
PLLA+Dioxano 151,85 425,00 62,94 19,5 20,97
Disolucion 1X 148,54 421,69 60,12 16,67 17,92
Disolucion 2X 151,05 424,20 52,98 21,94 23,59
Disolucion 3X 149,75 422,90 60,81 18,2 19,57

En la tabla precedente (tabla 11) es resefiable que el hecho de introducir sales no ha
afectado al porcentaje de cristalinidad, ya que las cantidades eran muy pequefias y
estaban muy dispersas en la muestra, lo que ha ocasionado una incapacidad de
actuacion en el nucleo de cristalizacién. Por tanto, y como consecuencia de ello, el mas
cristalino es el PLLA en granza, debido al procesado al que se ha visto sometido.

> Primer enfriamiento

Como continuacion del analisis de los resultados de la técnica del DSC, se observa la
grafica de representacion de la curva de flujo de calor durante el primer enfriamiento,
realizado tras el tratamiento térmico indicado en el punto anterior (Fig. 13), asi como
la derivada de la misma (Fig. 14).

Después del primer calentamiento se han fundido todas las muestras, por tanto, se ha
borrado la historia térmica asociada al proceso, esta etapa, asi como las sucesivas, nos
han servido para observar el comportamiento de las muestras después del borrado de
la historia térmica.
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Figura 13. Grafico DSC del primer enfriamiento de diferentes estructuras de PLLA

En la grafica anterior (figura 13) se pueden observar los distintos valores de la Tg
durante este proceso (sefializados con un circulo azul), para obtener el valor de la
misma se calcula la derivada, donde este punto de inflexidon se ve representado en la
grafica de la derivada (figurar 14) como un minimo. También se puede observar como
la estructura de PLLA 2X presenta un pequefo pico a una temperatura de 116,559C
(sefializado con un circulo verde), este valor representa una pequefia cristalizacién
durante el enfriamiento, si bien es cierto que esta cristalizacién es infima y apenas
relevante. El resto de muestras no ha sufrido cristalizacién, esto es debido a que la
velocidad era muy rdpida (202C/min) para que hubiera una formacién de cristales
durante el enfriamiento.
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Figura 14. Grafico DSC de la derivada del primer enfriamiento de diferentes
estructuras de PLLA

En la figura 14 se puede observar claramente la transicion vitrea (sefializados con un
circulo azul), los valores obtenidos son recogidos en la siguiente tabla:

Tabla 12. Propiedades de cada una de las estructuras que contienen PLLA durante el
primer enfriamiento.

Tg (2C)inflex point
PLLA Granza 56,36
PLLA+Dioxano 55,75
Disolucién 1X 56,49
Disolucion 2X 49,95
Disolucion 3X 55,75

Como se puede observar en la tabla anterior (tabla 12) la temperatura de transicion
vitrea obtenida durante el primer enfriamiento estd comprendida entre 32C-82C por
debajo de la obtenida durante el primer calentamiento. Esto se debe a que el
tratamiento térmico aplicado (en este caso un aumento o decremento de temperatura
debido al calentamiento o enfriamiento) influye en la temperatura de la T, con valores
ligeramente distintos, aunque siempre dentro del mismo intervalo de temperatura.
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» Segundo calentamiento

5 J/(g-K)
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Figura 15. Grafico DSC segundo calentamiento de diferentes estructuras de PLLA

En este grafico (figura 15) se puede observar el valor de la transicidn vitrea en cada

una de las distintas estructuras de PLLA (sefializados con un circulo azul), estos valores

que aparecen como un punto de inflexién en la grafica (figura 15) en la grafica de la

derivada (figura 16) se aprecian cdmo un minimo, los valores serdn comentados mas

adelante. También se puede apreciar un pequeiio pico de fusidén a la temperatura de

129,559C (sefializado con un circulo verde), este pico se produce por la fusidon de los

cristales formados en la estructura de PLLA 2X durante el primer enfriamiento, en el

resto de estructuras no se puede observar dicho pico puesto que no se produjo

cristalizacion.
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Figura 16. Grafico DSC de la derivada del segundo calentamiento de diferentes
estructuras de PLLA

En la grafica anterior (figura 16) se puede observar nuevamente la transicidon vitrea
como un minimo (sefalizado con un circulo azul), esta vez durante el segundo
calentamiento, en la tabla siguiente (tabla 13) se recogen los resultados obtenidos.

Tabla 13. Comparativa entre las propiedades de cada una de las estructuras que
contienen PLLA durante el primer y el segundo calentamiento.

Tg (2C)inflex point Tg (2C)infiex point
22 Calentamiento | 12 Calentamiento
PLLA Granza 62,56 62,83
PLLA+Dioxano 62,65 62,94
Disolucién 1X 59,98 60,12
Disolucién 2X 52,15 52,98
Disolucion 3X 60,65 60,81

Como podemos observar en la tabla anterior (tabla 13), las temperaturas de transicion
vitrea obtenidas durante el segundo calentamiento son practicamente las mismas que
las obtenidas durante el primer calentamiento, esto se debe a que el programa de
calentamiento fue el mismo y por lo tanto las variaciones no son significativas.
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5.2Degradacion térmica (TGA)

La técnica de termogravimetria nos permite observar el proceso de degradacién de un
polimero al aplicarle calor. Estos resultados se muestran a través de termogramas, los
cuales veremos a continuacion.

100% -
90% -
—\-‘; 80% -
5)
= 70% -
© = (Granza
S 60% -
o = Film_Dioxano
v 50% -
e 1X
© 40% - — ) X
7]
'E" 30% - —3x
20% -
[v) -
10% ias
0% . . . . . - ﬁ_ﬁ_,

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Temperatura (2C)

Figura 17. Grafico TGA de la perdida porcentual de masa residual al aplicarle
temperatura a diversas estructuras de PLLA

A continuacién, se procede a la elaboracién de la gréfica de la derivada (figura 18) para
visualizar de una mejor manera la temperatura caracteristica del proceso de
degradacidn, asi como la temperatura de evaporacién del solvente. Se puede observar
ademas que no queda residuo organico una vez producida la degradacién completa de
cada una de las distintas estructuras de PLLA (rango de temperatura entre 260°2C-
3609C), esto es debido a que las disoluciones tienen poca cantidad de sal (cloruro de
zinc) tal y como se corroboraba en el ensayo del DSC (no habia cristalizacién por este
motivo).
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Figura 18. Grafico TGA de la velocidad de degradacion de diversas estructuras de PLLA

En los graficos anteriores (figuras 17 y 18) se puede observar como todas las
estructuras de PLLA sufren una evaporacion de solvente (restos de agua y dioxano) en
un rango de temperatura entre 1022C-1142C (se pueden ver los valores exactos en la
tabla 14) a excepcién del PLLA en granza, puesto se trata de PLLA puro. A continuacion,
se recoge una tabla con las temperaturas de evaporacion de los solventes, asi como de
la temperatura de degradacion de cada una de las estructuras de PLLA (tabla 14).

Tabla 14. Propiedades de cada una de las estructuras que contienen PLLA en el ensayo
de termogravimetria.

T2 de T2 de
evaporacion | degradacion
del solvente (eC)

(¢C)

PLLA Granza 102,39 351,60
PLLA+Dioxano 125,39 302,25
Disolucién 1X 109,00 343,13
Disolucion 2X 111,77 268,42
Disolucion 3X 113,91 301,54

Como podemos observar en la tabla anterior (tabla 14), el rango de degradacién del
polimero (PLLA) es bastante amplio, lo cual habria que analizar en mayor profundidad.
Seria conveniente repetir el ensayo de nuevo y en caso de obtenerse resultados
similares, estudiar el comportamiento de las muestras para analizar las razones de este
comportamiento.
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5.3Propiedades dindmico-mecdnicas (DMA)

El equipo utilizado ha sido el Perkin EImer DMA 8000, estad equipado con un sistema
de refrigeracién ultra-eficiente que es capaz de enfriarse a -190 °C en 15 minutos
usando nitrégeno liquido. El instrumento viene con un bafio de fluido medioambiental
opcional como accesorio integrado, lo que permite realizar verdaderos estudios de
inmersiéon en muestras, asi como medidas de propiedades mecdanicas dindmicas.

El ensayo de DMA, también conocido como andlisis mecanico-dindmico nos permite
caracterizar el comportamiento viscoelastico de los polimeros. En nuestro caso se ha
realizado un barrido de frecuencia manteniendo la temperatura fija a 37°C
introduciendo cada una de las muestras en un bafio de fluido, mdas concretamente en
agua milli-Q. Con estos pardmetros (temperatura e inmersion) se estaria simulando las
condiciones de un cultivo celular in vitro. En este ensayo solo se ha trabajado con las
dos disoluciones de los extremos (1Xy 3X) y con el PLLA en granza.

1,E+09
1,E+08 = |
 —
= LE+07
a
—
o LE+06
= —6—PLLA
H 1,E+05
\© = PLLA+DIOXANO+ZnCL2 1X
L
1,E+04
o PLLA+DIOXANO+ZnCI2 3X
3 1E+03
O
S 1,E+02
1,E+01
1,E+00
0 20 40 60 80 100

Frecuencia (Hz)

Figura 19. Grafico DMA para determinar el médulo eldstico de diversas estructuras de
PLLA aplicando un barrido de frecuencia y manteniendo la temperatura constante a
37°C

En el grafico anterior (figura 19) se puede observar como el mddulo elastico aumenta
ligeramente al afiadir la sal (cloruro de zinc) pero el aumento no es significativo (se
encuentra dentro de las bandas de desviacidén estandar), lo cual indica que los valores
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de ZnCl; incorporados al polimero no aumentan de forma significativa las propiedades
mecanicas de los films preparados.

5.4Cuantificacion de los iones de zinc por
espectrofotometria

La espectrofotometria es una técnica utilizada para medir la cantidad de producto
quimico que contiene una sustancia. En nuestro caso, se ha utilizado para medir la
cantidad de zinc que era liberado en doce medidas de tiempo diferentes.

5.5 Curva Patron

Se realizd una curva patron con 8 puntos distintos obteniéndose los siguientes
resultados de absorbancia.

600
y = 208,08x - 19,94
R2=0,96
500 92,1. 500,0
3 400 72,1. 400,0
c
0
@ 300 0,1.15,6 {0,3.31,3 |
: #]15.2500]
] 1,5. 250,0
S 200
o
100
0
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500
Abs

Figura 20. Grafico de relacion entre la concentracion de disolucion y la absorbancia
producida

En el grafico anterior (Figura 20) se puede apreciar como al aumentar la concentracion
de ZnCl; aumenta la absorbancia, existiendo una dependencia funcional entre las
variables, puesto que el coeficiente de determinacion R2=0,96.
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5.6 PLLA+Dioxano

Tiempo (min) 10 | 20 | 30 40 50 60 | 90 | 120 | 150 | 240 | 1440 | 4320
Concentracion (uM) | 94,75[96,25| 95,72 | 94,48 | 92,50 |89,34| 91,53 | 90,71 | 86,67 | 91,56 |91,92 | 93,17
Liberacion de Zn
_. 100,00 que & L 4
=
2
5
2 10,00
o
€
]
€ 1,00
© 0 1000 2000 3000 4000 5000
Tiempo (minutos)
Figura 21. Relacion entre las distintas medidas de tiempo realizadas y la concentracion
de zinc
En el grafico anterior (figura 21) se puede observar la concentracion (uM) liberada en
una disolucién de PLLA+Dioxano con valores de concentracion entre 86 UM y 97 uM, lo
gue resulta curioso es que en dicha disolucidn no existe presencia alguna de cloruro de
zinc (ZnCly), por lo tanto, la liberacidn no puede ser de iones Zn*?, lo que nos lleva a
pensar en la posibilidad de que el zincon reaccione con el PLLA dando lugar a estos
valores de liberacién.
5.7 PLLA+Dioxano+ZnCl; 1X
Tiempo (min) 10 20 30 40 50 60 90 120 | 150 240 | 1440 | 4320
Concentracién (uM) | 91,08 | 95,66 | 94,05 |90,14 | 87,68 | 87,78 | 86,91 |87,81 | 86,42 | 86,38 | 84,12 | 87,95
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Figura 22. Relacién entre las distintas medidas de tiempo realizadas y la concentracion

de zinc

5.8 PLLA+Dioxano+ZnCl, 2X

Tiempo (min) 10 20 30 40 50 60 90 120 150 | 240| 1440 4320
Concentraciéon (uM) | 85,69 | 88,91 | 87,96 | 91,22 | 88,23 87,14 (85,14 | 85,34 | 88,03 | 84,13 | 87,04 | 89,52
Liberacion de Zn
_ 100,00 g5 * »
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Figura 23. Relacién entre las distintas medidas de tiempo realizadas y la concentracion

de zinc
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5.9 PLLA+Dioxano+ZnCl; 3X

Tiempo(min) 10 20 30 40 50 60 90 | 120 150 240 | 1440

4320

Concentracién (uM) | 80,34 | 85,38 | 85,33 | 82,44 | 86,71 | 85,87 |82,95|86,11| 85,66 |85,85 86,52

88,18
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Figura 24. Relacién entre las distintas medidas de tiempo realizadas y la concentracion
de zinc

Tal y como se puede observar en las graficas anteriores (figuras 22-23-24) la
concentracion (uM) liberada por cada una de las distintas disoluciones que contenian
cloruro de zinc (ZnCl;) en concentraciones distintas (1X, 2X, 3X) han liberado
concentraciones muy parecidas de iones Zn*?, ademas cabe afiadir, que dichos valores
de liberacién son muy similares a los producidos por la disolucién de PLLA en dioxano
sin la presencia de la sal (figura 21). Lo que nos lleva a deducir que la concentracion
liberada de iones Zn*? es muy pequefia o inexistente. Por tanto, los valores de
concentracion obtenidos puede que hayan sido producidos, tal y como se ha
comentado anteriormente, por una reaccién del zincon con el PLLA.
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6. Conclusiones

En el presente TFG se han analizado las distintas propiedades fisicoquimicas de
soportes celulares poliméricos preparados con acido polilactico y cargados con iones
bioactivos de zinc mediante la utilizacion de diversos ensayos y técnicas diferentes. Se
han realizado pruebas iniciales y ensayos precedentes (se utilizé el cloroformo como
solvente del PLLA, pero al mezclarlo con la disolucidn de ZnCl; se producia separacion
de fases) hasta obtener una metodologia adecuada para la obtencién de sustratos
celulares cargados con sales de cloruro de zinc y analizar la capacidad de liberacién de
iones de zinc a partir de distintas concentraciones de sales. Los resultados obtenidos
indican que para la liberacién de iones de zinc a partir de sales de ZnCl; habria que
incrementar la cantidad de sal en la preparacion de la disolucién de partida, ya que, al
tratarse el PLLA de un material hidréfobo, el acceso del agua al interior de la muestra
para la disolucién de la sal y la liberacidn de iones de zinc a su interior estd muy
restringido. El ensayo de liberacién también indica que las sales se encuentran en el
interior de los soportes celulares y no en la superficie. El trabajo TFG ha supuesto el
punto de partida para la preparacion de soportes celulares con capacidad de liberacion
de iones de zinc, ya que la técnica elegida (mezcla de disoluciones dioxano-PLLA y
ZnCly-agua) ha mostrado resultados satisfactorios. Las muestras tienen un grosor
adecuado y no son fragiles, ademads, las muestras no muestran separacién de fases
entre las dos disoluciones, un resultado altamente positivo. La aplicaciéon de Ia
metodologia empleada para la preparacion de los sustratos y el aumento de la
concentracion de sales permitira preparar, en trabajos futuros, sustratos celulares con
liberacion de moléculas bioactivas para aplicaciones de regeneracién muscular.

7. Glosario de términos

-PLLA: Acido poli-L-lactico, del inglés Poly-L-Lactic Acid
-CBIT: Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular

-UPV: Universidad Politécnica de Valencia

-ETSID: Escuela Técnica Superior de Ingenieria del Disefio
-DSC: Differential Scanning Calorimetry

-TGA: Termogravimetria

-DMA: Dynamic Mechanical Analysis
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Pliego de condiciones

En el siguiente apartado se incluyen las condiciones y especificaciones de todos los
procedimientos y especificaciones para tener en cuenta para la realizacién del TFG. Se
ha dividido en:

e Pliego de condiciones generales: donde se recopilan todas las
condiciones legales y normativas aplicables al TFG.

e Pliego de especificaciones técnicas: en él se especificaran las
caracteristicas técnicas y de seguridad de los materiales y los equipos
utilizados.

e Pliego de prescripciones de gestion de los residuos: donde se incluye in
todos los aspectos relacionados con las operaciones de tratamiento de
residuos de reactivos y material de laboratorio.

1. Pliego de condiciones generales

1.1Normativa

Se ha seguido la normativa establecida por el C.B.I.T. en cuanto a seguridad en el
trabajo, salud y proteccién medioambiental. Todas las normas para esto estan
incluidas en el “Manual Basico de Seguridad y Prevencién de Riesgos del C.B.I.T.”, que
a su vez esta sujeto al “Manual de Prevencién de Riesgos Laborales de la U.P.V.”, asi
como a toda la normativa vigente para proyectos de investigacién 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 investigaciéon 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 n2 269 del 10 noviembre de 1995
en referencia a la ley ordinaria de Prevencién de Riesgos naturaleza del tipo de
investigacidn, los materiales utilizados y el entorno de trabajo son:

o Articulo 16 “Plan de prevencidn de riesgos laborales, evaluacidn de los riesgos, y
planificacion de la actividad preventiva”
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Modificado por LEY 54/2003

1.

La prevencidon de riesgos laborales deberd integrarse en el sistema general de
gestidon de la empresa, tanto en el conjunto de sus actividades como en todos
los niveles jerarquicos de esta, 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 deberd incluir la estructura
organizativa, las responsabilidades, las funciones, las practicas, los
procedimientos, los procesos y los recursos necesarios para realizar la accién
de prevencion de riesgos en la empresa, en los términos que
reglamentariamente se establezcan.

Modificado por LEY 54/2003

2.

Los instrumentos esenciales para la gestién y aplicacién del plan de prevencion
de riesgos, que podrdn ser llevados a cabo por fases de forma programada, son
la evaluacién de riesgos laborales y la planificacion de la actividad preventiva a
gue se refieren los pdrrafos siguientes:

a. El empresario debera realizar una evaluacién inicial de los riesgos
para la seguridad y salud de los trabajadores, teniendo en cuenta,
con cardacter general, la naturaleza de la actividad, las caracteristicas
de los puestos de trabajo existentes y de los trabajadores que deban
desempeiiarlos. Igual evaluacion deberd hacerse con ocasién de la
eleccién de los equipos de trabajo, de las sustancias o preparados
quimicos y del acondicionamiento de los lugares de trabajo. La
evaluacidn 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 evaluacion serd actualizada cuando
cambien las condiciones de trabajo y, en todo caso, se sometera a
consideracién y se revisara, si fuera necesario, con ocasién de los
danos 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 prestacién 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
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actividades preventivas necesarias para eliminar o reducir vy
controlar tales riesgos. Dichas actividades serdan 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 deberd asegurarse de la efectiva ejecucién 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 inadecuacion a los
fines de proteccion requeridos.

Afadido por LEY 25/2009

3.

Las empresas, en atencidon al nimero de trabajadores y a la naturaleza y
peligrosidad de las actividades realizadas, podrdn realizar el plan de prevencién
de riesgos laborales, la evaluacion de riesgos y la planificacidon de la actividad
preventiva de forma simplificada, siempre que ello no suponga una reduccién
del nivel de proteccién de la seguridad y salud de los trabajadores y en los
términos que reglamentariamente se determinen.

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 prevencidén resultan insuficientes, el empresario
llevard a cabo una investigacion al respecto, a fin de detectar las causas de
estos hechos.

o Articulo 17 “Equipos de trabajo y proteccién”

1. El empresario adoptara las medidas necesarias con el fin de que los equipos de

trabajo sean adecuados para el trabajo que deba realizarse vy
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 adoptard las medidas necesarias con
el fin de que:
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a. La utilizacién del equipo de trabajo quede reservada a los encargados de
dicha utilizacién.

b. Los trabajos de reparacién, transformacién, mantenimiento o
conservaciéon sean realizados por los trabajadores especificamente
capacitados para ello.

2. El empresario deberd proporcionar a sus trabajadores equipos de protecciéon
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 proteccion colectiva
o mediante medidas, métodos o procedimientos de organizacidn del trabajo.

o Articulo 18 “Informacién consulta y participacion 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. Losriesgos para la seguridad y la salud de los trabajadores en el trabajo,
tanto aquellos que afectan a la empresa en su conjunto como a cada
tipo de puesto de trabajo o funcion

b. Las medidas y actividades de proteccién y prevencidn 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.

En las empresas que cuentan con representantes de los trabajadores, la
informacién a que se refiere el presente apartado se facilitarda por el
empresario a los trabajadores a través de dichos representantes; no obstante,
deberd informarse directamente a cada trabajador de los riesgos especificos
gue afecten a su puesto de trabajo o funcion y de las medidas de proteccion y
prevencion aplicables a dichos riesgos.

2. El empresario deberd consultar a los trabajadores, y permitir su participacion,
en el marco de todas las cuestiones que afectan 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 érganos de participacidén y presentacidén previstos en el capitulo V
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de esta Ley, dirigidas a la mejora de los niveles de proteccion de la seguridad y
la salud en la empresa.

o Articulo 19 “Formacion de los trabajadores”

1. En cumplimiento del deber de proteccion, el empresario deberd garantizar que
cada trabajador reciba una formacién tedrica y practica, suficiente y adecuada,
en materia preventiva, tanto en el momento de su contratacidn, cualquiera que
sea la modalidad o duracién de ésta, como cuando se produzcan cambios en las
funciones que desempefie o se introduzcan nuevas tecnologias o cambios en
los equipos de trabajo. La formacidn deberd estar centrada especificamente en
el puesto de trabajo o funcién de cada trabajador, adaptarse a la evolucién de
los riesgos y a la aparicidn de otros nuevos y repetirse periddicamente, si fuera
necesario.

2. La formacidn a que se refiere el apartado anterior deberd impartirse, siempre
gue 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 formacion se podrd impartir por la empresa mediante medios
propios o concertandola con servicios ajenos, y su coste no recaerda en
ninguln caso sobre los trabajadores.

o 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 evacuacién de los trabajadores, designando para
ello al personal encargado de poner en practica estas medidas y comprobando
periédicamente, en su caso, su correcto funcionamiento. El citado personal
deberd poseer la formacién necesaria, ser suficiente en ndmero y disponer del
material adecuado, en funcién de las circunstancias antes seflaladas.

Para la aplicacién de las medidas adoptadas, el empresario deberd 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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2. Pliego de especificaciones técnicas

2.1Fichas de seguridad de los reactivos

Para la obtencién de las fichas de seguridad de los reactivos, se ha buscado la
informacién 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.

2.1.1 PLLA

Ficha de datos de seguridad de acuerdo con 29 CFR 910.1200, ANSI Z400.1-2004, y
I1SO 11014-1:1994.

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

e Identificadores del producto

o Nombre del producto: Biopolimero Ingeo TM; Referencia: 4042D
o Uso del producto: Puede ser usado para termoconformado, inyeccién en
molde, revestimientos, moldeado por soplado y aplicaciones de fibra.

2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

e Vision general de emergencia:

PRECAUCION: Puede causar irritacion 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, translucido, opaco, pellets.
Color: Transparente, traslucido, opaco.
Estado fisico: Sélido.

o O O O

Olor: Dulce.

e Efectos potenciales sobre la salud:

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

o Ingestidn: La ingestion puede causar irritacién gastrointestinal, nauseas,
vomitos y diarrea

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

o Efectos sobre los 6rganos: No se observaron efectos en los 6érganos
después de la ingestidn o exposicion dérmica en estudios con animales.

o Sensibilizacion: No produce sensibilizacion en animales de laboratorio

o Peligros especificos: No hay informacion disponible.

o Fuego: Polvo fino disperso en el aire puede encenderse.

o Precauciones ambientales: No determinado. Ver seccién 12 para mads
informacion

Clasificacion NFPA
Salud: 1 Flamm: 1 Reactividad: 0 Especgl: No
determinado
Clasificacion HMIS
Salud: 1 Flamm: 1 Reactividad: 0 EPI’S:.NO
determinado

3. COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

o O O O

Identificacion: Resina de polilactida 9051-89-2

Peso %: >98

Limites de exposicién OSHA: Ninguno

Limites de exposicién ACGIH: Ninguno

Todos los ingredientes en cantidades >1.0%(0.1% para los
carcindgenos) 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 fraccién
respirable.
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4. PRIMEROS AUXILIOS

e Contacto con los ojos: Enjuagar inmediatamente con abundante agua, también
debajo de los parpados, por lo menos, 15 min. Llame inmediatamente al
médico.

e 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.

¢ Inhalacion: Salir al aire libre. Llame inmediatamente almédico.

e Ingestion: Beber agua como medida de precaucidon. No dar nada por la boca a
una persona inconsciente. No provocar vémitos sin consejo médico. Llame
inmediatamente al médico.

e Notas para el médico: Tratar sintomaticamente.

5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRAINCENDIOS

¢ Inflamabilidad:

o Temperatura de autoignicion: 388 e

e Limites de inflamabilidad en aire:

o Limites de inflamabilidad en aire — inferior (%): No aplicable.
o Limites de inflamabilidad en aire — superior (%): No aplicable.

e Medios de extincion adecuados: Espuma. Agua. Diéxido de carbono (CO,).
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.

e Medios de extincion que no deben utilizarse por razones de seguridad: No

hay informacién disponible.

e Productos de descomposicion peligrosos: La combustion produce humos
nocivos y toxicos, aldehidos, mondxido de carbono (CO), didéxido de carbono
(COy).

e Equipo de proteccidon especial para los bomberos: Como en cualquier
incendio, llevar autonomo equipo de respiracion con demanda de presion,
MSHA / NIOSH (aprobado o equivalente) y equipo completo de proteccién.

¢ Bajo condiciones de incendio: Enfrie los recipientes / tanques con pulverizacion
por agua. Puede utilizarse vapor de agua para enfriar los contenedores
cerrados.

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

6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

o Precauciones personales: Utilicese equipo de proteccidn personal. Ver
Seccién 8. Elimine todas las fuentes de ignicién. 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 Métodos de limpieza: Recoger en un contenedor apropiado para su
eliminacioén.

7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

¢ Precauciones para una manipulacién segura
o Evitese el contacto con los ojos y la piel. Evitar formaciéon 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 proteccién
personal. Vea la Seccién 8.

e Almacenamiento
. . o
o Conservar en lugar fresco. Mantener a temperaturas inferior a (50°C)

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 ventilacién local y una buena extraccion
general.

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

Parametros de control: Ninguno

Equipo de proteccion individual:
- Proteccién de ojos: Gafas protectoras con cubiertas laterales.
- Proteccidn piel y cuerpo: Indumentaria impermeable.
- Proteccidn respiratoria: Se debe usar mascarilla si se expone al
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polvo. Se necesita proteccion respiratoria si alguno de los
limites de exposicidon de la Seccion 2 se superan. Consulta a un
profesional de higiene industrial antes de la seleccién del
respirados a utilizar.

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

- Proteccidén de las manos: Proteccion preventiva de la piel.

- Medidas de higiene: Evitar el contacto con la piel, ojos y ropa.

o Limites de exposicién: Ver la Seccién 3.

9. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

¢ Informacidn sobre propiedades fisicas y quimicasbasicas

Aspecto: Claro, translucido, opaco, pellets.
Color: Claro, translucido, opaco.

Estado fisico: Sélido.

Olor: Dulce.

pH: No aplicable

Presidn 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.

o 0 o 0 o 0O o o o o

Temperatura de descomposicién: 250 °C
Temperatura de fusidon/rango: indeterminado

o O O

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

Estabilidad quimica
Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.
Condiciones que 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 téxicos, aldehidos, mondxido de
carbono (CO), diéxido de carbono (CO2).
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Polimerizacion
No aplicable

11. INFORMACION TOXICOLOGICA

o O O O

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

Toxicidad aguda: No hubo efectos en érganos diana después de la ingestion o
absorcion 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 irritacidon conjuntival en irritaciéon de los ojos (estudios
usando conejos). Puede causar enrojecimiento muy leve. (estudios de irritacién
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 sensibilizacién de la piel usando conejillos deindias.

Efectos especificos: Puede causar irritacién y / o dermatitis. La ingestion
puede causar irritacién gastrointestinal, nauseas, vomitos y diarrea.

La inhalacién de polvo puede causar dificultad para respirar, opresién en el
pecho, dolor de garganta y tos. La combustiéon produce vapores irritantes.
Efectos mutagénicos: No es mutdgeno 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 érganos diana después de la
ingestidn o exposicién dérmica en estudios con animales.

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

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

12. INFORMACION ECOLOGICA

O

o

o

Movilidad: No hay datos disponibles.
Bioacumulacién: No debe bioacumularse. Intrinsecamente biodegradable.
Efectos ecotozicoldgicos: CE50/ 72 h / algas>1100mg /L
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13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION

Métodos para el tratamiento deresiduos

O

©)

De conformidad con las regulaciones locales y nacionales.

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).

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

IMDG:
o
o
o
o
ICAO / IATA:
o

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

UN / ID.: Ninguno

Grupo de embalaje: Ninguno

Nombre propio del transporte: Ninguno
Clase de peligro: No estaregulado.
Grupo de embalaje: Ninguno
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15. INFORMACION REGLAMENTARIA

Los requisitos reglamentarios estdn 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
informacién especifica se hace con el propdsito de cumplir con numerosas leyes
federales, estatales o provinciales, y las leyes y reglamentos locales.

Ver otras secciones de informacion de salud y seguridad.

REGLAMENTOS EE. UU
Sara 313 del titulo Ill: 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

Informacidn en la etiqueta: Biopolimero Ingeo ™ Cddigo de producto: 4042D
Razén de la revision: No aplicable Fecha de revisiéon: 04/01/2010
Fecha: 05/24/2011

Restricciones recomendadas: Ninguno

Preparado por: NatureWorks LLC Salud y Seguridad
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2.1.2 DIOXANO

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

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

EMPRESA

e Identificador del producto

©)

o O O O

Nombre comercial: 1,4 — Dioxano, purisimo, estabilizado con 2.5
ppm de 2.6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT)

Numero del articulo: DI11287

Numero de CAS: 123-91-1

Numero CE: 204-661-8

Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos
desaconsejados: No existen mds datos relevantes disponibles.
Utilizacion del producto/ de la elaboracidn: Reactivo delaboratorio

e 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

o Teléfono de emergencia: Scharlab, S.L. (+34) 93 715 1811

2. IDENTIFICACION DE LOS PROBLEMAS

e (lasificacion de la sustancia o de la mezcla

o

Clasificacion con arreglo al Reglamento (CE) n2 1272/2008

GHS02 [lama

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

e 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 perodxidos explosivos. La exposicion repetida
puede provocar sequedad o formacidn de grietas en la piel.

Carc. Cat. 3

¢ 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).
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Elementos de la etiqueta

o Etiquetado con arreglo al Reglamento (CE)n21272/2008
La sustancia se ha clasificado y etiquetado de conformidad con el
reglamento CLP

o Pictogramas de peligro:

&

GHS02 GHS07 GHSO08

o Palabra de advertencia: Peligro.

o Indicaciones de peligro

H225 Liquidoy vapores muy inflamables.

H319 Provoca irritacién ocular grave.

H351 Se sospecha que provoca cancer. H335 Puede irritar las vias
respiratorias.

e Consejos de prudencia

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

o P241 Utiliza un material eléctrico, de ventilacion o de
iluminacién/antideflagrante.

o 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.

o 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.

e Datos adicionales
o EUHO019 Puede formar perdxidos explosivos

o EUHO066 La explosién repetida puede provocar sequedad o
formacidn de grietas en la piel.
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e Otros peligros
e Resultados de la valoracion PBT y mPmB

o PBT: No aplicable
o mPmB: Noaplicable.

3. COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

e Caracterizacion quimica: Sustancias
e Denominacién N.2 CAS: 123-91-1 1.4-dioxano
e Numero(s) deidentificacion

o Numero CE: 204-661-8

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

4. PRIMEROS AUXILIOS

e Descripcion de los primeros auxilios
o En caso de inhalacién del producto: Suministrar aire fresco. En caso de
trastornos, consultar médico,
En caso de contacto con la piel: Por regla general, el producto no irrita la piel.
En caso de contacto con los ojos: Limpiar los ojos abiertos durante varios
minutos con agua corriente.
o En caso de ingestidn: 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.
e Indicacion de toda atencion médica y de los tratamientos especiales
que deban dispensarse inmediatamente: No existen mas datos
relevantes disponibles.

5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS

Medios de extincién
o Sustancias extintoras apropiadas:
o CO02, polvo extintor o chorro de agua rociada. Combatir incendios
mayores con chorro de agua rociada o espuma resistente al alcohol.
e Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla: No existen
mas datos relevantes disponibles.
e Recomendacidn para el personal de lucha contraincendios
e Equipo especial de proteccion: No se requieren medidas especiales.
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6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

e Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos
de emergencia
Llevar puesto equipo de proteccion. Mantener alejadas las personas sin
proteccion.

e Precauciones relativas al medio ambiente
Diluir con mucha agua
Evitar que penetre en la canalizacién/agua de superficie/aguas
subterrdneas.

e Métodos y material de contencion y de limpieza
Quitar con material absorbente (arena, kieselgur, aglutinante de acidos,
aglutinante universal, aserrin).

Desechar el material contaminado como vertido segun itel 13. Asegurar
suficiente ventilacién.
e Referencia a otras secciones
Ver capitulo 7 para mas informacidn sobre una manipulacién segura. Ver
capitulo 8 para mas informacién sobre el equipo personal de proteccion. Para mas
informacién sobre cémo desechar el producto, ver capitulo 13.

7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

e Manipulacion:

o Precauciones para una manipulacién segura. Abrir y manejar
el recipiente con cuidado.

o Prevencién de incendios y explosiones: Mantener alejadas las fuentes
de encendido. No fumar.

Tomar medidas contra las cargas electrostaticas.
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.
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.
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8. CONTROLES DE EXPOSICION/PROTECCION INDIVIDUAL

e Instrucciones adicionales para el acondicionamiento de instalaciones

técnicas: Sin datos adicionales, ver punto 7.

e Parametros de control
e 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/m3, 20 ppm; VLI

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

o Equipo de proteccidn 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 vy la piel.

o Proteccién respiratoria: Si la exposicién va a ser breve o de poca
intensidad, colocarse una mascara respiratoria. Para una exposicién
mas intensa o de mayor duracién, usar un aparato de respiracion
auténomo.

o Proteccion de manos:

Guantes de proteccion

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

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

o Material de los guantes
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La eleccidon 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 Proteccién de ojos:

e

X

Gafas de proteccion herméticas

9. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

¢ Informacion sobre propiedades fisicas y quimicasbdsicas
e Datos generales

o Aspecto: Forma: Liquido Color: Incoloro

o Olor: Etéreo.

o Umbral olfativo: No determinado.

o Valor pH: No determinado.
e Cambio de estado:

Punto de fusion: 11.8 °C

Punto de ebullicién: 101.3 2C

e Punto de inflamacién: 11°C

¢ Inflamabilidad (sélido, gaseiforme): No aplicable.

e Temperatura de ignicion: 375 °c.

e Temperatura de descomposicidon: No determinado.

e Autoinflamabilidad: No determinado.

e Peligro de explosion: Puede formar peréxidos explosivos

e Limites de explosion: Inferior: 1.9 vol%; Superior: 22.5 vol %.

e Presi6n de vapor a 136°C: 41 hPa

e Densidad a 20 °C: 1.0336 g/cm3

e Densidad relativa: No determinado.

e Densidad de vapor: No determinado.

e Velocidad de evaporacion: No determinado.

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

e Viscosidad: Dindmica a 250C: 1.2 mPas; Cinematica: No determinado.
¢ Informacidn adicional: No existen mas datos relevantes disponibles.
10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

e Reactividad

e Estabilidad quimica

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

e Posibilidad de reacciones peligrosas. No se conocen reacciones peligrosas

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

e Materiales incompatibles: No existen mds datos relevantesdisponibles.

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

11. INFORMACION TOXICOLOGICA

¢ Informacion sobre los efectos toxicoldgicos
e Toxicidad aguda:
o Valores LD/LC50 (dosis letal / dosis letal= 50%) relevantes para la
clasificacién:
Oral (LD50) 5700mg/kg (ratén) Dermal (LD50) 7600 mg/kg (conejo)
Inhalatorio (LC50/4 h) 46 mg/| (rata)
e Efecto estimulante primario:
o Enla piel: No produce irritaciones.
o En el ojo: Produceirritaciones.
o Sensibilizacidén: No se conoce ningun efectosensibilizante.
o Efectos CMR (carcinogenicidad, mutagenicidad y toxicidad para la
reproduccion)

12. INFORMACION ECOLOGICA

e Toxicidad
o Toxicidad acuatica: No existen mas datos relevantes disponibles.
o Persistencia 'y degradabilidad: No existen mas datos
relevantes disponibles.
e Comportamiento en sistemas ecoldégicos:
o Potencial de bioacumulacién: No existen mds datos relevantes
disponibles.
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o Movilidad en el suelo: No existen mas datos relevantes disponibles.
¢ Indicaciones medioambientales adicionales:
o Indicaciones generales:
Nivel de riesgo para el agua 2 (autoclasificaciéon): 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.
e Resultados de la valoracion PBT y mPmB
o PBT: No aplicable.
o mPmB: No aplicable.
o Otros efectos adversos: No existen mds datos relevantes disponibles.

13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION

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

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

e Numero UN

e ADR, IMDG, IATA UN1165

e 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

clase 3 Liquidos inflamables

o

etiqueta 3

O
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o ADR, IMDG, IATA Il

e Peligros para el medio ambiente:

o

(@]

Contaminante marino: No

Precauciones  particulares para los usuarios Atencidn:
Liquidos

inflamables.

Numero Kemler: 33

Numero EMS: F-E, S-D

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

e Transporte/datos adicionales:

o

o O O O

ADR

Cantidades limitadas (LQ) 1L

Categoria de transporte 2

Cddigo de restriccion del tunel D/E

“Reglamentaciéon Modelo” de la UNECE: UN1165, DIOXANO,3, Il

15. INFORMACION REGLAMENTARIA

e Evaluacién de la seguridad quimica: Una evaluaciéon de la seguridad

guimica no se ha llevado a cabo.
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2.2 Especificaciones técnicas 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 caracterizacién
de las muestras.

Todos los equipos cumplen con lo necesario en cuanto a su fabricacién y ensayos,
segln 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 continuacién, se muestran las especificaciones técnicas de cada

instrumento:
1. Agitador magnético con calefaccion
Tabla de especificaciones 1 Agitador magnético con calefaccidon
MODELO Ovan — Multimix D 5p (MMH50E)
REFERENCIA 10000-01037
Ne DE PLAZAS 5

Agitacion magnética

VOLUMEN MAX. (L) (POR PLAZA) 2
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POTENCIA (W) (POR PLAZA) 9

RANGO DE VELOCIDAD (RPM) 200-1200

RESOLUCION (RPM) 100

Calefaccion
POTENCIA CALEFACTORA (W) (POR
PLAZA) 250
RANGO DE TEMPERATURA (2C) 30-400
RESOLUCION (2€) 10

Datos generales

MATERIAL PLATO Aluminio pulido
DIMENSIONES PLATO (mm) (POR PLAZA) 100x100
DIMENSIONES (mm) 360x445x90
PESO 6
PROTECCION IP IP53
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2. Desecador termostatico al vacio

Tabla de especificaciones 2 Desecador termostatico al vacio

MODELO J.P. Selecta - Vacuo - Temp
REFERENCIA 4000474
VACIO MAXIMO 5
DIAMETRO PLACA CALEFACTORA (cm) 23,5
DIMENSIONES (cm) 17x28x34
PESO (kg) 9
CONSUMO (W) 540
TEMPERATURAS REGULABLES (2C) 5-170
ESTABILIDAD (2C) +1
RESOLUCION (2C) 1
TIEMPO 1’ hasta 999’ en continuo
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3. Equipo DSC

Tabla de especificaciones 3 Equipo DSC

MODELO Perkin ElImer-DSC 8000

RANGO DE TEMPERATURA (2C) -180 - 750

VELOCIDAD DE CALENTAMIENTO

(2C/min) 0,01 - 300
OPCION ALTA PRESION (psi) 600
REFRIGERACION Nitrégeno liquido

4. Balanza de precision
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Tabla de especificaciones 5 Balanza de precisidon

MODELO Mettler Toledo — AX205DeltaRange
RANGO DE TEMPERATURA (K) 0,01 mg/ 0,1mg
VOLUMEN MUESTRA (pL) 81,0g/220,0g
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5. Equipo TGA

<> |

Tabla de especificaciones 4 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 a 373 K)

TIEMPO DE ENFRIAMIENTO CON HIELO

(min) <13 (1373 a373K)
VELOCIDAD DE CALENTAMIENTO (K/min) 100
VELOCIDAD DE ENFRIAMIENTO -20(2 473 K)
VOLUMEN MUESTRA (pL) <900

80



6. Equipo DMA
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Tabla de especificaciones 5 Equipo DMA

MODELO Perkin ElImer DMA 8000
RANGO DE TEMPERATURA (2C) -190 a 400
RANGO DINAMICO (Hz) 0a 600
TIPO DE TECNOLOGIA Analisis térmico

3. Pliego de prescripciones de gestion de residuos

3.1Gestion de residuos

El Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT), como centro en el que se trabaja
con productos quimicos y bioldgicos, dispone de un sistema de gestion de residuos.
Este sistema estd 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 estd regulada por Normativa Estatal y Autondémica. (“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 ejecucidn 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 clasificacién de los mismos.

Los residuos generados en el CBIT pueden dividirse en residuos no peligrosos vy
residuos peligrosos. Se define como residuo peligroso aquel que, debido a su cantidad,
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concentracion 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.

3.1.1 Normas basicas para gestion de residuos no peligrosos

Se dispone de los siguientes contenedores para la gestidn de residuos no peligrosos:

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

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

e Papeleras negras: para el reciclado de residuos organicos.

e Cajas verdes de Offiservice: los cartuchos de las impresoras, téner de la
fotocopiadora y fax, se reciclan en las cajas verdes de Offiservice que
estadn en el Despacho 1y hall entrada.

3.1.2 Normas basicas 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.

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 identificacidn; 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.
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Como normas generales para el tratamiento de los residuos peligrosos se establece

que:

Esta totalmente prohibido tirar residuos de disoluciones o reactivos
guimicos o biolégicos por el fregadero. Solamente las disoluciones
acuosas conteniendo sélo acidos o bases y ningun 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 biolégicos 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.

Cada residuo generado debe almacenarse segin el grupo al que
corresponda y nunca deben mezclarse residuos incompatibles en un
mismo contenedor. Los productos toxicos no deben estar proximos a
los comburentes y a su vez deben estar alejados de inflamables y
peroxidos.

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

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

Los recipientes e 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

83



retirarse tras el trasvase y se debe dejar sujeto a la tapa del contenedor
de residuos para posteriores vertidos.

Los restos de &cido o base y sus diluciones se neutralizardn
inmediatamente después de su uso y en caso de que los productos
obtenidos sean tdxicos se gestionaran en los bidones correspondientes.

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 mondmeros solamente pueden abrirse
debajo de una campana de extraccién 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 tirara a la basura,
debido al elevado riesgo de cortes del personal de Limpieza. Para ello, se
dispone de un biddn 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 produccién, por si es necesario hacer consultas
sobre su gestidn a la Oficina Verde.
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Presupuesto

En el presente apartado se adjunta una aproximacién del presupuesto utilizado

durante la realizacién del TFG. Se detalla tanto el uso de equipos, materiales e

instrumental utilizado, asi como el coste de la mano de obra. Se considera un periodo

de vida de los equipos de 5 afos.

1. Elementos de proteccion individual

En este apartado dentro del presupuesto nos encontramos todos los elementos de

proteccion individual utilizados durante la preparacién de las disoluciones, asi como la

ejecucion de los diversos ensayos.

Designacion Precio (€) Cantidad Total (€)
. . Bata de laboratorio 13,25 1 13,25
ementos
g Gafas de seguridad 9,79 1 9,79
e
» Guantes de nitrilo 0,06 50 3,30
proteccion -
o Guantes de latex 0,03 150 4,50
individual
(EP) Mascarilla de gases 17,99 1 17,99
Mascarilla antiparticulas 17,92 1 17,92
TOTAL 66,75

2. Reactivos

En este apartado dentro del presupuesto nos encontramos todos los reactivos

utilizados para la elaboracién de los films, asi como para la realizacién del ensayo de

calorimetria.
Designacion Precio Cantidad Total (€)

. 97,10€ / 250
Dioxano ol 150,00 ml. 58,26
PLLA 8€ /500 g. 50,00 g. 0,80
_ Agua desionizada 64,50€/ 25I. 0,201. 0,52
Reactivos Cloruro de zinc 77,90€ / 5g. 2,00 g. 31,16
Buffer tris 80,90€ / 1l. 0,03 1. 2,02
Zincon 45,20€ / 1g. 0,02 g. 0,77
Hidroxido de sodio 21,30€ / 100g. 1,50 g. 0,32
TOTAL 93,85
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3. Materiales de laboratorio

En este apartado dentro del presupuesto nos encontramos todos los materiales

utilizados durante el proceso de elaboracién de los films durante la preparacion previa

de los ensayos de DSC, TGA y DMA, y durante la ejecucién del ensayo de calorimetria.

Designacion Precio (€) Cantidad Total (€)
Iman agitador 6x15 mm 1,43 3 4,29
Iman agitador 8x30 mm 2,09 2 4,18
Placa petri de vidrio @90mm 5,74 4 22,96
Troquel @8mm 6,79 1 6,79
Martillo de latén 31,95 1 31,95
Gradilla pequeiia 12,64 3 37,92
Tubos eppendorf 0,03 576 17,28
Micropipeta de volumen 91,96 3 275,88
Material de Frasco graduado I1SO 50ml 8,72 12 104,66
laboratorio Placa multipocillo P24 93,00 93,00
Placa multipocillo P96 89,00 178,00
Hojas de papel de bancada 2,00 15 30,00
Uds. capsulas DSC 1,30 18 23,40
Parafilm (m) 0,78 0,5 0,39
Bolsas zip 0,01 30 0,30
Cucharilla con espatula 0,50 1,00
Probeta graduada de 10ml 3,18 6,36
Tubo de ensayo 16x160mm 0,24 0,72
TOTAL 839,08
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4. Equipos

En este apartado dentro del presupuesto nos encontramos todos los equipos utilizados
para la ejecuciéon de cada uno de los distintos ensayos realizados a lo largo de la

elaboracién del trabajo de fin de grado.

Designacion Precio (€) Tiempo (h) Total (€)
DSC 8000 50.000,00 10 11,42
TGA 80.000,00 12 21,92
Desecador vacuo-temp 1.000,00 192 4,38
Equipos Balanza de precision 6.000,00 4 0,55
Agitador magnético 16,73 108 0,04
Vortex 180,29 1 0,01
DMA 8000 70.000 20 31,96
TOTAL 70,28
5. Mano de obra

En este apartado dentro del presupuesto nos encontramos el coste aproximado de la
mano de obra de un investigador durante la realizacion de todos los trabajos

realizados en la elaboracidn, ejecuciéon y analisis de resultados de las distintas técnicas

utilizadas durante el desarrollo del TFG.

Designacion Precio (€/afno) | Tiempo (dias) | Total (€)
Mano de Salario a?nual (.:olal?f)rador de 21.837,20 180 10.769,04
obra investigacion
TOTAL 10.769,04
6. Presupuesto total
Total (€)
EPI’s 66,75
Reactivos 93,85
Material Qe 83908
laboratorio
Equipos 70,28
Mano de obra 10.769,04
TOTAL 11.839,00

El presupuesto total de todas las partidas que componen este TFG representan un
coste total de once mil ochocientos treinta y nueve euros (11.839,00€).
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