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RESUM

El treball aci presentat, s'emmarca dintre els projectes d'investigacié per a
I'obtencié del Grau en Enginyeria Mecanica de la Universitat Politecnica de
Valencia. D'aquesta manera, aquest treball quedara com antecedent per a futures
recerques doctorals. La intencié d'aquest projecte és aconseguir produir diversos
suports macroporosos que ajuden en la regeneraci6 de teixit ossi amb danys o
malalties patologiques mitjangant la recerca de la mescla de materials que per si

sols aporten alguna propietat al teixit que intenten regenerar.

L'enginyeria tissular ossia focalitza les seues recerques en una serie de
criteris (porositat, grandaries de porus, osteoinductivitat, etc.) perque les
estructures desenvolupades puguen mimetitzar les caracteristiques dels ossos de

la forma més aproximada possible.

Aixi doncs, en aquest projecte s'utilitza la gelatina i el poli-acid-L-lactic
(PLLA), els quals no tenien un solvent comu assequible a I'abast d'aquest projecte,
la qual cosa ha portat a investigar com reaccionen aquestes mescles i aquests
materials amb la preparaci6 amb diversos solvents: dioxa i dimetil sulfoxid
(DMSO). Els materials s'han treballat, en el cas de la gelatina, en diverses
concentracions d'entrecreuador per estudiar també quina concentracié seria
beneficiosa per a la nostra aplicacié. En el cas del PLLA, de manera pura i en
combinaci6é amb diverses proporcions amb la gelatina entrecreuada en el grau en
que més s'apropava a les nostres necessitats, per tal d'elaborar una serie de films i

suports porosos (scaffolds) que puguen tenir aplicacié en enginyeria tissular ossia.

Per obtenir aquestes estructures macroporoses, s'utilitza com a porogen,
plantilles de PVA impreses tridimensionalment. Mitjancant la metodologia de
freeze extraction s'aconsegueix extraure els solvents, que congelen a temperatures
majors a -202C, amb un excés de solvent d'aquestos originals, pero sense ser-ho
dels materials que s'estudien. També, el solvent que es necessita per fer la freeze
extraction ha d'estar en estat liquid quan els que ha de dissoldre es troben en estat
solid (a -202C). En el nostre cas, 1'etanol complia tots els requisits, i al disoldre els
solvents originals en estat solid el que aconseguiem era crear una estructura
microporosa que afavoria més encara a la creaci6 d'un scaffold que servira per a la

regeneracid i la proliferacio cel-lular d'un teixit esponjos de 1'os.

Una vegada desenvolupats tots els films i suports de les diverses
concentracions de material, es procedeix amb la caracteritzacié dels mateixos a

nivell fisicoquimic mitjancant les tecniques de calorimetria diferencial (DSC),



termogravimetria (TGA) i espectroscopia diferencial per transformada de Fourier
(F-TIR) i a nivell morfologic per mitja de la lupa binocular i la microscopia
electronica per emissié de camp (FESEM), a més de l'estudi d'absorci6 inicial per a
I'eleccié d'una concentracié d'entrecreuador adequada per al que es pretenia
obtenir.

PARAULES CLAU

Acid poli-L-lactic, PLLA, gelatina, genipina, scaffolds, freeze extraction,

enginyeria tissular, teixit ossi, biomaterials
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1. OBJECTE I OBJECTIU

L’enginyeria tissular es una disciplina que s’ha desenvolupat en els darrers
anys amb resultats prometedors i, per aquest motiu, es considera un camp
d’investigacio relativament nou. S’associa a un desenvolupament interdisciplinari
en el qual s’apliquen coneixements de quimica, bioenginyeria, fisica, mecanica,
electronica i biologia, entre d’altres. El camp d’investigacié i desenvolupament esta
enfocat, fonamentalment, a resoldre problemes quirtrgics i clinics associats a la
perdua de teixits o problemes funcionals d'organs, amb l'objectiu final de

regenerar els teixits danyats.

En els darrers anys, la medicina regenerativa, ja no es preocupa per
resoldre els problemes que implica la pérdua de teixits o funcionalitat dels organs,
sin6 en restaurar la funcionalitat, aconseguint millorar les funcions dels teixits i
organs que s’han regenerat a partir de tecniques basades en la combinacié de

biomaterials, cél-lules i factors bioactius.

Scaffold-based tissue engineering
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Figura 1: Sistema en el que es casa I’enginyeria de teixits

L’avang, en l'actualitat, és tant que es planteja la possibilitat de a més de

regenerar o curar organs i teixits danyats, poder arribar a fabricar-ne des de zero.

En aquest moment, sobretot, gran part de projectes en els que he compartit
temps d’investigacio han estat encaminats a la creaci6 d’estructures macroporoses
en materials biocompatibles per a poder-los utilitzar com a suport cel-lular. El
principal plantejament és que aquestes estructures macroporoses, al ser
implantades en un cos viu, no siguen rebutjades i puguen alliberar molécules
bioactives (en algunes aplicacions) que les cel-lules necessitaran absorbir per a
regenerar o crear correctament el nou teixit. A aquestes estructures les

anomenarem bastides cel-lulars o scaffolds.
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El treball desenvolupat en aquest document es un exemple de la diversitat
de camps en els quals I'investigacié en l'enginyeria tissular treballa, per aconseguir
la vertadera finalitat d'aquesta disciplina, el cultiu i la regeneracié de cel-lules.
S’han de buscar materials adequats a partir de les seues propietats per a I'aplicacié
en enginyeria tissular. Aquests materials formaran la bastida cel-lular que creara

un entorn tridimensional adequat per al creixement cel-lular.
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Figura 2: Sistema de creacio de céel-lules per a regeneracio de teixits amb scaffolds.

L’objecte del treball és crear suports macroporosos basats en acid poli-L-
lactic (PLLA) i gelatina per a aplicacions de regeneracié ossia. Es prepararan
suports bidimensionals i tridimensional amb mescles amb diferents ratio
PLLA/gelatina y es caracteritzaran les seues propietats fisico-quimiques i

morfologiques. Els objectius especifics d’aquest treball son:

e Preparacidé de suports bidimensionals de gelatina amb diferents graus
d’entrecreuaments.

e Preparacié de suports bidimensional basats en mescles d’acid poli-L-

lactic (PLLA) i gelatina amb la finalitat d’obtenir nous materials.

e (aracteritzacié fisicoquimica del nous materials a partir de tecniques
basades en calorimetria diferencial d’agranat, termogravimetria i

espectroscopia infraroja per transformada de Fourier (F-TIR).
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Preparacié de suports tridimensionals macroporosos a partir de
mescles PLLA/gelatina utilitzant técniques basades en porogen

(particulate leaching):

Impressié de plantilles tridimensionals a partir de filaments de polivinil
alcohol (PVA) mitjangant impressié 3D que seran utilitzats com a
porogen.

Obtencié de scaffolds macroporosos de les diferents mescles
PLLA/gelatina.

Caracteritzacié de les propietats fisic-quimiques i morfologiques dels
scaffolds
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2. MOTIVACIO

Un dels principals motius pels quals vaig voler involucrar-me en aquest
projecte, a més d'aportar I'dltim gra de sorra a la meua etapa com a estudiant
universitaria de grau, va ser recordar els motius pels quals vaig decidir estudiar

enginyeria mecanica.

Dubtava en determinar quina seria la clau que tancaria la porta d'aquests
quatre anys de formaci6. Pretenia trobar alguna cosa que m’identificara, alguna
cosa que demostrara qui s6c i d’'on vinc, quins pensaments so6n els que m’han
acompanyat i com he fet front aquests durs anys d’estudi. Llegint els possibles
projectes que plantejava 'escola, de sobte, va apareixer un projecte diferent que
encara que semblava desvinculat per molts a la mecanica, esta relacionat amb la
finalitat d’aquesta. Un projecte que parlava de biomaterials, de regeneraci6 ossia i
d' scaffolds, un gran desconegut que el traductor va traduir com bastides o
andamios en castella. Aquest projecte em va fer tornar a quan era una xiqueta de
tan sols 7 o 8 anys que es passava hores observant la seua habitacié i els armaris
alts de tan dificil accés per a tots, i pensava com podria idear un sistema que ens
pujara sense esforg per a accedir a I'tltim estant. Aquell fet de tornar a veure'm de
xiqueta pensant que el meu plantejament de futur era aconseguir que la gent
tinguera una vida més facil i més accessible, que les persones pogueren tenir millor
qualitat de vida mitjangant les eines de la tecnologia. Aquesta va ser la rad que em
va fer escriure un correu al director d’aquell projecte: José Maria Messeguer
Duenias. A la primera reunio al CBIT (Centre de Biomaterials i Enginyeria Tissular),
amb ell i la codirectora Roser Sabater i Serra, em van explicar quin plantejament i
quines tasques es desenvolupaven i investigaven al Centre de Biomaterials i
Enginyeria Tissular i em van confirmar el meu pensament de que ago
m'’identificava., perque de menuda no només somiava en millorar la accessibilitat
de les persones, sin6 que uns anys més major m'imaginava fent pocions amb aigua,
sal, sabo i tota classe de productes que els meus pares em deixaven a l'abast, que
acabaria experimentant amb nous materials, nous teixits i nous productes que com
no, millorarien les nostres vides. No haguera pogut imaginar una opci6 millor que
la que em plantejava aquest projecte: la experimentacid6 amb materials que
s’absorbeixen en vida i que la milloren, generant més vida dins d’ells. La meua

opcio era clara, no podia deixar passar aquesta oportunitat.

Una vegada amb les coses clares sobre la taula, em van comentar que el
projecte per el que m’havia interessat ja havia estat assignat a un altre alumne. No

obstant els camps per investigar no tenen limits ni s’acaba mai la feina, projectes
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en hi ha molts i poques les ajudes que se’'n donen per a que es porten tots a cap. A
penes va tardar dos minuts en posar sobre la taula un nou titol per al meu futur
projecte: Roser ja tenia en ment un nou repte. Aleshores va comencar la nostra
aventura i fins al dia de hui, a pesar dels contratemps, aquesta identificacié propia
amb 1'objectiu del centre m’ha fet motivar-me per a acabar aquest projecte que

vam comencar.
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3. ANTECEDENTS

3.1. Enginyeria tissular

L’enginyeria tissular es pot definir com una nova doctrina, que a pesar de
estar present durant tota la historia de la humanitat, la trobem en I'actualitat com a
constituent d'un camp de investigacié i desenvolupament que aplica diferents
tipus de disciplines com la bioenginyeria, ciencies de la vida, quimica, fisica,
biologia, mecanica i electronica per a resoldre problemes clinics i quirurgics

associats a la pérdua de teixits o a la incapacitat funcional de diferents organs.

A pesar de que les especies implicades directament en aquesta doctrina son
les cel-lules vives, s’han de focalitzar els diferents estudis en els components
extracel-lulars per a poder aconseguir desenvolupar dispositius que siguen els
causants d’estimular o afavorir la reparacié o restauracié d’aquelles cel-lules que

estan danyades en els diferents teixits o organs.

Per estudiar les diferents maneres de reproduir nous teixits, apareix en el
camp de I'enginyeria tissular el concepte de la creacié de suports tridimensionals
porosos (scaffolds d’ara en avant) que serviran com a suport cel-lular en
aplicacions d’enginyeria tissular. En particular ens centrarem en scaffolds
preparats a partir de materials polimerics, un dels materials més utilitzats en les

aplicacions d’enginyeria tissular per a regeneracié de teixits.

Aquests scaffolds es basaran en polimers naturals o sintetics
biodegradables i bioabsorbibles amb capacitat de degradar-se gracies a reaccions
presents dins del cos huma per les condicions fisiologiques que en ell es
produeixen: Hidrolisis. A més, aquestos materials també tenen la propietat de
poder-se eliminar metabolicament sense causar riscos o residus en el cos i aixo
mateix fa d’aquest material el imprescindible per a evitar problemes de infecci6 i
formaci6 de teixit fibros procedent d'implants permanents. Amb aquestes
estructures el que es pretén es que el mateix cos aconseguisca desenvolupar un

teixit nou, natural i idéntic al qual ha de substituir.
Per tant, las caracteristiques ideals per a un biopolimer serien:
e No ser rebutjat per el cos huma: biocompatible

¢ No causar danys biologics adversos a I'’hora de la implantaci6
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e Ser capa¢ de diluir-se amb les reaccions biologiques naturals: re-
absorbible

e Degradar-se de manera proporcional al temps que es forma el nou teixit

per a que hi haja una transferencia de carregues equilibrada.

e Els productes de la degradacié no han de ser toxics ni nocius i de facil

eliminacio.

Gracies al descobriment de nous materials d’aquestes caracteristiques
I'enginyeria tissular s’ha convertit en una de les arees amb més potencial dins de la
medicina regenerativa., perqué aquests materials impliquen una disminucié
abismal en els problemes relacionats amb les tecniques doloroses i costoses
relacionades amb les intervencions quirurgiques. [1, 2, 3, 4, 5, 6]

3.2. Teixit ossi

Aquest document centra l'estudi de l'enginyeria tissular en la seua
aplicaci6 en el teixit ossi. Aquest tipus de teixit es aquell que podem trobar en els
0sso0s i es caracteritza per la seua rigidesa i la seua gran resistencia a la traccid i la

compressio.

El teixit ossi és un conjunt de cel-lules amb extenses prolongacions, fibres i
substancia fonamental amorfa. Dos terceres parts del seu pes sec son sals
inorganiques, generalment de calci (el teixit esta calcificat) i és la que li atorga la
duresa. Aquest teixit ofereix suport a l'organisme i possibilita la integracio de

diversos sistemes.

Per tant, la composicié quimica és en pes sec (80% del pes total de 1'os)
part sals inorganiques i la resta component organic de la matriu (fibres de
col-lagen), que aporta la plasticitat que es combina amb la duresa de 'os de les
sals. El 20% del pes total que falta estaria representat per aigua, encara que a
mesura que transcorre la vida d'un os, el contingut aqués disminueix. Al mateix

temps, el contingut de substancies solides, en especial les sals, augmenten.

El teixit ossi, per tant, esta compost per cel-lules i una matriu organica
calcificada per fibres de col-lagen, particulars de l'os, i de sals inorganiques,

diferenciarem els segiients components caracteristics de I'os:

e Osteoblastos: encarregats de sintetitzar i segregar la part organica de la
matriu ossia durant la seua formacié (s’encarreguen de formar el nou

teixit ossi). S'ubiquen sempre en la superficie de I'os perqué augmenten

8
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de tamany per creaci6é d’'una nova capa de teixit en la periféria o en una
porcié particular de la estructura de l'os (El teixit ossi creix per
aposicid)

Osteocits: responsables de la manutencié de la matriu 0ssia que s’ubica
en cavitats o llacunes rodejades per el material intercel-lular calcificat.
La nutrici6é dels ostedcits depén de canaliculs que penetren la matriu
ossia i connecten als osteocits veins entre si i amb canals vasculars que
penetren l'os o que s’ubiquen en les membranes conjuntives que
revisten les superficies de l'os. De fet ningun osteocit es troba a més

d’una fraccié de mm d’un capil-lar sanguini.

Osteoclastos: cel-lules responsables de la reabsorci6 del teixit ossi
(eliminen o reabsorbeixen la materia 0Ossia), que participen en els
processos de remodelacio dels ossos i poden trobar-se en depressions
superficials de la matriu 0ssia anomenades llacunes de Howship.

L’estructura del teixit ossi, d’altra banda, també pot diferenciar-se segons la

densitat de la matriu extracel-lular, observable amb lupa, en dos tipus de teixit

ossi: cortical o compacte (quan la matriu és molt densa i sense cavitats buides) i

teixit trabecular o esponjés (quan la matriu presenta nombroses cavitats que li

donen un aspecte lax).

»
éﬂé—-_ﬂrabéculas

Periostio ===t
__ Cavidades

i o 2 vasculares
éga N

Canal de Havers ¢ canal de Volkmann
Vasos sanguineos

Figura 3: Estructura interna de I’os.

L’os cortical o compacte es caracteritza perque la seua matriu ossia

s’organitza formant lamel-les o lamines oOssies les quals es poden disposar de

manera paral-lela (os compacte laminar) o de manera concentrica al voltant d’'un

canal (os compacte de tipus osteonic). Per aquest canal que s’anomena canal de

Havers discorren vasos sanguinis i nervis, i junt amb lamines 0ssies concentriques
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i els osteocits (cel-lules d’os madur), disposats entre les lamines, formen un
conjunt denominat osteona o sistema de Havers. Els canals de Havers d’osteones
properes estan connectats mitjangant uns canals transversals denominats canals

de Volkmann.

Els osteocits es troben en uns buits localitzats en les lamines ossies
denominats llacunes. Les llacunes, i per tant els osteocits, estan comunicats entre si
per una xarxa de conductes fins, els canalicles calcofors, per on els osteocits
emeten prolongacions cel-lulars. Aquestes xarxes connecten les llacunes mes
allunyades amb els vasos sanguinis presents en el canal de Havers i ja que els
nutrients no es difonen per la matriu o0ssia com ho fan per la matriu cartilaginosa,
els canalicles s’obrin als canals de Havers per on viatgen els vasos sanguinis, i des
d’on els osteocits obtenen els nutrients. Al conjunt de canal de Havers, lamines,
llacunes i canalicles associades a ell es denomina osteona, que és la unitat i
estructura de 1'os compacte. El tamany d’una osteona es variable i el numero de

lamines pot oscil-lar entre 4 i 20.

També hem de incloure com a estructura compacta de I'os la periosti (teixit
connectiu dens que envolta el os) que, al igual que ocorre en el cartilag, és un
recobriment des d’on parteixen els vasos sanguinis durant la formacié de 'os. A
més, la part interna del periosti és la encarregada de produir els osteoblastos que

es defineixen en osteocits durant dita maduracio.

Per altra banda, I'os esponjos o trabecular es un teixit constituit per un
entramat tridimensional de trabecules 0ssies ramificades que limiten un sistema
de cavitats vasculars (grans espais ocupats per vasos sanguinis i elements
hematopoetics) amplies i irregulars. Estes cavitats estan delimitades per
trabecules ossies en les quals les fibres de col-lagen poden estar disposades de
manera entrecreuada (os trabecular no laminar) o be ordenades en lamines 0ssies
(os trabecular laminar) d’espessor variable (3-7 um) on els ostedcits es
distribueixen regularment. Generalment, durant la formacié dels ossos o
osteogenesis es forma primer un os trabecular no laminar, denominat primari que
posteriorment es substituit per un os secundari que es trabecular laminar, aquest
ultim es troba per lo general en l'interior dels ossos, com el interior de la diafisis o

en el cap dels ossos llargs, sempre rodejat per os compacte. [7, 8,9, 10, 11]

3.3. Biomaterials

L’objectiu de I'enginyeria tissular, com ja s’havia fet referencia abans, es el

desenvolupament de substancies o combinacié d’elles d’origen natural o sintetic
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que es puguen implantar al organisme amb la intenci6 de que actuen amb ell
segons es pretén avaluar, tractar, augmentar o substituir algun organs, teixits o la
funci6 de l'organisme huma. Per tant aquest ambit de l'enginyeria tissular es
podria ajustar a la rama biomedica centrant els coneixements de les ciencies vives,

la enginyeria, la medicina i la biologia creant aquest concepte: els Biomaterials.

Els biomaterials es poden rememorar fins al segle XIX amb les tecniques
quirdrgiques aseptiques. A principis del segle XX apareixien les primeres protesis
metal-liques. I posteriorment, durant els anys 60 i 70, va tenir lloc la primera
generacié de biomaterials com a tals. En aquest periode de temps, la meta era
obtenir materials els quals s’adaptaren el millor possible a les del teixit a
reemplacar intentant simular les mateixes propietats fisiques i que, a més,
reaccionaren de manera minima amb el teixit original que I'’envoltava., és a dir,

materials inerts.

A partir dels anys 80, va sorgir una segona generacié d’aquests materials.
Aquesta vegada, I'objectiu era crear materials que induiren una reaccié controlada
per part del teixit viu, és a dir, materials bioactius. També s’inclouria a aquesta
segona generacié els materials bioabsorbibles i els polimers biodegradables els

quals també es van desenvolupar en aquest periode.

Actualment ens trobem en la tercera generacié de biomaterials on es busca
un material dissenyat per interactuar amb el teixit de forma especifica mitjancant
estimuls a nivell molecular i cel-lular per tal de combinar les propietats
bioabsorbibles i bioactives d’aquests. Gracies a les noves investigacions s'accelera
la possibilitat d’aconseguir trobar el biomaterial ideal millorant les propietats dels

materials ja existents i desenvolupant-ne de nous per aplicacions especifiques.

Una altra manera de classificar els biomaterials, pot ser segons el seu

origen:

e Natural: materials complexos, heterogenis i de dificil caracteritzacié i

processat.

e Sintetics: poden ser metalls, ceramics o polimers i es solen anomenar

biomedics per a diferenciar-los dels d’origen natural.

En el cas particular dels polimers es pot fer una classificacié segons el temps

que son funcionals en un implant quirdrgic:

e Grup 1: s’inclouen tots aquells implants que han de ser de caracter

permanent. Sistemes o dispositius que substitueixen parcial o totalment

11
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a teixits o organs destruits per traumes o infermetats (protesis o

implants ortopedics).

Grup 2: biomaterials degradables per a aplicacions temporals que
s’utilitzen perqué en implantar-los, 'organisme huma puga accelerar,
activar o desenvolupar mecanismes de curacié o regeneracio tissular.
Per tant, aquestos polimers han de mantenir una funcionalitat
adequada durant el periode en que es repara la zona o teixit afectat

(sistemes d'alliberacié de farmacs o matrius d’enginyeria de teixits).

Classificats els polimers en aquests dos grans grups, podem concloure que

és necessari coneixer dos aspectes fonamentals al treballar amb biomaterials:

I'efecte del implant en l'organisme i I'efecte de 1'organisme sobre l'implant. En

resum, les caracteristiques més importants dels polimers, utilitzats com a

biomaterials son:

El material no deu d’incloure components solubles en el sistema viu,

exceptuant els sistemes d'alliberacié de medicaments en els quals es fa

de manera controlada i intencionada.

L'organisme viu no ha de degradar el implant a no ser que la degradacio

en |'organisme haja sigut aixi dissenyada especificament.

Les propietats fisiques i mecaniques del polimer han de ser les més

apropiades per a exercir la funcié per la que han sigut elegides. Han de

simular moduls de tensié semblants, coeficients de fregament adequats,
permeabilitat apropiada i altres caracteristiques mecaniques segons la
aplicacio que van a atorgar. A més aquestes propietats han de mantenir-

se durant un periode de temps esperat per a la duraci6 del implant.

El material deu ser biocompatible.

El implant ha de ser esterilitzable i lliure de bacteris i endotoxines

adherides a les parets de les cel-lules de les bacteries.

Ja que un Unic polimer no poc complir totes les propietats, s’han de buscar

diferents tipus de polimers per a cada aplicacié diferent, de manera que es

dissenyen i estudien especificament per a cada implant i finalitat. Per aixo, es pot

afirmar que aquest periode de cerca de propietats i caracteritzacié de materials ha

de passar per diferents disciplines entre la medicina, la ciéncia i I'’enginyeria. [4, 5,

6,12, 13]

12
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3.4. Scaffolds

Existeixen cert tipus de teixits amb la capacitat de regenerar-se o reparar-se
després d’algun dany o infermetat, pero d’altres necessiten I'aportacié
d’estructures tridimensionals que permeten un contacte entre les cel-lules amb la
matriu extracel-lular i amb factors de creixements. Aquestes estructures reben el
nom de “scaffolds” que es el terme anglés generalment acceptat per a designar

I'andamiatge o bastida que serveix de suport fisic per a les cel-lules.

Els scaffolds poden estar formats per distints materials i han de complir les

seguents propietats:

e Les propietats mecaniques de la estructura han de ser semblants a les

del teixit on s'implantaran.
e Han de ser materials biocompatibles i no toxics
¢ Han de simular una matriu extracel-lular

e Adherencia: I'scaffold ha de promoure la adhesid i proliferacié cel-lular,

facilitant el contacte entre cél-lules i la migracié cel-lular.

e Degradacié adequada: segons el tipus d’'implant que es necessite deuen
ser bioabsorbibles (després d'un temps donat en el qual el teixit
que ajuden a regenerar ja té la suficient forca per a suportar les
propietats mecaniques que dona el scaffold) o bioestable (no son
biodegradables i han de romandre durant un temps il-limitat dintre de

|'organisme).

L’origen del biomaterial utilitzat com un scaffold pot variar segons la
aplicacié i el resultat que es desitja obtenir en la seua aplicacid, per tant podem
obtenir scaffolds d’origen natural o sintetic. Els polimers sintetics tenen propietats
com el baix risc de transmissié de patogens, el control molt definit de les seues
estructures quimiques, es pot controlar molt bé quin és el ritme de la seua
degradacié aixi com bones propietats mecaniques. Aixi i que presenten molt bones
propietats per un costat, també tenen altres inconvenients com la seua baixa

biocompatibilitat i la formaci6 de possibles productes toxics.

D’altra banda, els polimers d’origen natural com el col-lagen o la gelatina
tenen altres propietats com la seua biocompatibilitat, bioabsorcid, la seua adhesi6
cel-lular i la formacié de productes poc toxics provinents de la biodegradacié. Aixi

mateix, les propietats mecaniques son pobres , la degradacié no segueix un patré
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constant ni controlable i poden variar les seues caracteristiques segons la planta o
animal del que han sigut extrets aixi mateix poden transportar patogens i provocar
per tant la resposta immune de rebuig. Donada aquesta inversié de propietats
entre polimers sintetics i naturals, les ultimes investigacions van enfocades a la

creaci6 d’estructures creades per combinacions d’aquestos.

Centrant-se en l'estudi d’aquest document on s’han caracteritzat scaffolds
d’acid polilactic i gelatina, és a dir una combinaci6 d’ambdés tipus de polimers,
amb l'objectiu de crear scaffolds per la regeneraci6 ossia. Els scaffolds, per a
aquesta finalitat, han de ser dissenyats per optimitzar el transport de fluids,
nutrients i productes del rebuig del metabolisme cel-lular, la migracio6 cel-lular i la
integritat mecanica per a facilitar i millorar el creixement de I'os. A més deuen ser
biocompatibles, osteoconductors (faciliten la unié cel-lular, la proliferaci6 i
diferenciacié) i/o osteoinductors (introdueixen a les cel-lules progenitors a
proliferar i a diferenciar-se a osteoblastos).

Pel que fa referéncia a una altra caracteristica dels scaffolds que defineix la
quantitat i qualitat del teixit nou que es produeix parlarem de la porositat que té
I'andamiatge. La recomanacié més publicada fa referéncia a mides de porus majors
de 300 pum per afavorir la vascularitzacié, pero mides més grans poden donar lloc a
excessiu espai buit, posant en perill les propietats mecaniques del scaffold. Aixi i
tot, les mides de porus més grans son favorables per a la formacié de capil-lars que
son els que condueixen a la osteogenesis directa. Per tant, el tamany de porus del
scaffold deu ser un terme mig entre el necessari per a assegurar la integritat

mecanica i satisfer les necessitats de difusioé de nutrients i de residus del teixit.

Altres caracteristiques del scaffold que es determinen durant el disseny

d’aquest son:

e Porositat, permeabilitat, interconnectivitat dels porus i la forma dels

porus son els que es defineixen com a arquitectura porosa.

e Metodes accessibles per a la seua fabricacié definits per les propietats

del biomaterial

e La ubicacié de l'implant, el model animal i I'us de cel-lules i factors de

senyalitzacié dependents de I'aplicacié medica i dels assajos preclinics.

Aixi i tot tenint en compte totes les caracteristiques de disseny i les del teixit
a regenerar o reposar el material sintétic mai podra complir al 100% les funcions

que compleix la matriu extracel-lular en un organisme sa. Per aixo I'enginyeria
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tissular proposa donar-li a 'organisme un suport biodegradable que siga capag
d’activar mitjangant estimuls quimics la propia regeneraci6 dels teixits amb la

finalitat de poder obtenir una matriu extracel-lular natural. [14, 15, 16, 17]

3.5. Poliacid-L-lactic (PLLA)

El acid poli-lactic pot obtenir-se per condensacio6 directa del acid lactic (via
biotecnologica) o bé per polimeritzacié rere 'obertura de 1'anell de L-lactida (ROP:
ring opening polymerization; via quimica). Les materies primes precursores
d’aquest acid lactic apareixen en gran diversitat de productes agricoles rics en
midd, des del mid6 de la creilla hidrolitzat, la dacsa, la palla, la canya de sucre, el

serum, el blat, corfes de la llavor del coto, I'aranja, la remolatxa, etc...

L’acid poli-lactic és un polimer termoplastic, amorf i semicristali, es va usar
per primera vegada en 1960 amb el desenvolupament de les sutures
biodegradables pero en l'actualitat també s’estudia el seu paper en la alliberacié
controlada de farmacs i implants ossis reabsorbibles. Les caracteristiques
mecaniques, farmaceéutiques i de bioabsorcié depenen de parametres com la
composicid quimica, el pes molecular i de la addici6 de radicals en les seues
cadenes. La degradacié del PLA és més lenta si la cristalinitat és elevada igual com
si el pes molecular també ho és.

Durant anys han estat estudiats gran quantitat de carbohidrats i materials
nitrogenats per a la produccié d’acid lactic atenent a una alta produccié d’aquest,
una produccié optima de la biomassa, una formacid insignificant del subproducte,
una rapida taxa de fermentacid, un menor pretractament, un cost baix, una facil
disponibilitat, etc. Depenent del producte desitjat i els microorganismes estudiats
es tria una materia prima diferent. La més estesa és la produccié de PLA a partir de

la dacsa.

El procés implica 1'extraccio6 dels sucres del midé i després fermentar-lo en
acid lactic. L’acid lactic es converteix en el dimer o el lactide que es purifica i es
polimeritza (ROP) a acid poli-lactic sense necessitat de solvents. Com acid
fermentat s’obté el 99,5% L-isomers i 0,5% D-isomers. La conversié al dimer o
lactide es pot controlar per a donar tres formes L, D i mesolactides. La mescla dels
esteroisomers D i L es amorfa, no obstant la L-lactida produeix una estructura

cristalina de PLA anomenada PLLA (acid poli-L-lactic).
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Figura 4: Extraccio del PLLA a partir del acid L-Lactic.

En aquest treball s’ha usat el format acid poli-L-lactic (PLLA).

La biodegradacié del PLA es basa en la presencia de microorganismes que
colonitzen la superficie del polimer i s6n capagos de segregar enzims que trenquen
en xicotets fragments el polimer; la colonitzaci6 de la superficie depén de factors
tals com la tensi6 superficial, porositat i textura superficial i accessibilitat a les

cadenes de polimers.

El acid poli-L-lactic (PLLA) té una cristalinitat al voltant d’'un 37% i un
elevat modul de Young (entre 2,7 a 16 GPa), el que significa que pot suportar
carregues altes que 'adequa per aplicacions com sutures i fixacions ortopediques.
A més, te un punt de fusio (175-1802C) i una temperatura de transicio vitria (60-
652C) altes.

En aquest treball es busca un polimer que es biodegrade en aplicacions en
teixit ossi, per tant en condicions que produisca el cos huma; el PLLA per a produir
la biodegradacié necessita presencia de microorganismes, oxigen, humitat,
nutrients minerals, temperatures entre 20 i 602C (depenent del microorganisme) i
un pH entre 5-8, i aix0 el fa idoni per a la nostra aplicaci6 ja que a més ofereix
nombroses propietats tant mecaniques com quimiques, es pot destacar la seua
biocompatibilitat i les bones propietats de barrera que posseeix. Té una densitat

baixa, és permanent i incolor. [18, 19, 20, 21]
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3.6. Gelatina

La gelatina és un polimer natural derivat del col-lagen del qual es fa s en
diferents estudis farmaceutics i biomedics degut a la seua bona biocompatibilitat,
elevada biodegradabilitat i baixa inmunogenicitat. Aquesta ultima propietat la fa
molt interessant ja que aquesta antigenicitat a pesar de ser d’origen animal causa
una desnaturalitzaci6é idonia per a implantar-la en organismes vius amb menys

perill de ser rebutjada.

N
Y

glicma

pmlina

glicina e
hidroxipralina \ F
Gcng

prolina
hidroxiprolina
glicina

Figura 5: Estructura primaria, secundaria i terciaria del col-lagen

La fabricaci6 de la gelatina implica la destruccié de I'estructura terciaria i
també, en un cert grau, de I'estructura primeria de les fibres de col-lagen per tal
d’aconseguir una mescla de peptids i proteines. Aconseguint aixi una seqiiencia
d’aminoacids en la estructura primaria de la gelatina, la qual sol ser la seqiiéncia

glicinaprolina-hidroxiprolina.

La gelatina es pot obtenir de dues maneres amb propietats quimiques
diferents. Es pot obtenir gelatina per processos acids que li donen un punt
isoelectric del voltant de 9 (tipus A) o per processos alcalins o basics la qual
presenta diferents grups de carboxils i un pH d'aproximadament 5 amb gran
quantitat de carregues negatives. La influencia de les carregues positives o
negatives en la gelatina es reflexa en el tipus de proteines que poden adoptar, a
més també influeix directament en la taxa d’alliberaci6 del factor amb que es
carregue la microparticula. A aquest estudi s’utilitza una gelatina acida (gelatina de
tipus A).
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COOH CONH

CONH 2

Colageno 2
CONH 3 *
Processo basico Processo acido
Ca(OH): a 20°C, 30-100 dias Solucdo acida diluida (HCI, H.SO,, ...)
QOH 10-48 horas
— (o0 goon CONH2 CONH 3
COOH
2
Lavagam com agua Lavagem com agua
Gelatina Tipo B Gelatina Tipo A

Figura 6: Processos per a preparacio de gelatina per hidrolisi acida (gelatina tipus A) i basica
(gelatina tipus B) del col-lagen.

Degut a les propietats descrites s’ha considerat a la gelatina com un vehicle
ideal de transmissi6 de farmacs en el que la propia molecula a transportar estara
protegida contra la degradaci6é enzimatica i la neutralitzacié immunologica. Per a
aconseguir una taxa de degradaci6 lleugerament més lenta, que la rapida que té la
gelatina, podriem aplicar les segilients opcions: la quantitat de metaloproteinases
com la col-lagenasa que aquesta continga i les diferents dissolucions d’aquesta amb
diferents entrecreuadors. L'entrecreuament de la gelatina s’'usa per a aconseguir
aixi una alliberacié més controlada de les molécules carregades en la gelatina, per
aix0 a major grau d’entrecreuament major grau de complexitat ionica i de
enmaranyament tindra la microparticula i sera més complicat que el factor ixca per

difusid.

Actualment per a aconseguir aquesta controlada degradacié i alliberaci6 de
farmacs hi ha molts tipus d’entrecreuadors alguns dels quals son: formaldehid,
glutaraldehid, vanilina o genipina. El principal problema que presenten aquests
quimics és la presencia de toxicitat i per aixo en aquest estudi s’ha optat per I'iis de

la genipina per la seua baixa toxicitat en les cel-lules. [22, 23, 24, 25]

3.7. Genipina

La genipina és un producte hidrolitic de geniposide que trobem en el fruit
de la Gardenia Jasminoide Ellis. Els components d’aquest fruit sempre han estat
presents a la medicina tradicional xinesa i a la indudstria alimentaria en Asia
Oriental com a colorant blau. L’estructura quimica de la genipina va ser descoberta
a la decada de 1960 i actualment, al ser una molecula d’origen natural
biodegradable amb baixa citotoxicitat, s’esta investigant com un entrecreuador en

moltes aplicacions biologiques. Estudis recents proposen entrecreuaments de
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gelatina amb genipina per a aplicacions com un bioadhesiu, material per a aposits i
com a substituts ossis, demostrant que aquest material té potencial com un nou i

segur agent entrecreuador.

A pesar de que 'agent d’entrecreuament més comu es el glutaraldehid (un
reactiu sintetic) als estudis recents, en els informes de citotoxicitat s’observen
alliberaments de formaldehid després de la degradacié i per tant es busca el

desenvolupament d'un reactiu entrecreuador natural com la genipina.

El principal component de la fruita de la gardenia jesminoides Ellis és el
geniposide glucosid iridoide. Aquesta planta és de la familia de les plantes
rubiacies i és d’origen xinés. A la tradicié de la medicina xinesa aquest fruit s’ha
utilitzat per al tractament de irritabilitat en les malalties febrils, ictericia,
conjuntivitis aguda, epistaxi, hematémesi, infeccions pirogens i dlceres de la pell, i

externament en esquingos i inflor dolorosa a causa de I’estancament de la sang.

Relacionant la genipina amb diferents biomaterials, fem especial menci6 a la
gelatina perqué, a més de ser una de les aplicacions que li hem donat a la genipina
en aquest document, materials a base d’aquesta han estat estudiats recentment
com a biomaterials per a us en bioadhesius, materials per a aposits i com a
substitut per a ossos. La gelatina, com ja hem vist, és un polimer natural que té una
baixa antigenicitat i és biodegradable, pero la rapidesa amb que es produeix la
degradacié es planteja com una limitacié important ja que es dissol rapidament en
ambients aquosos i per tant a la temperatura corporal es produeix una degradacié
casi immediata. Per aix0 per a millorar I'aplicacié de la gelatina és necessari buscar
un material que siga capa¢ d’entrecreuar-la. Els entrecreuaments quimics
s'aconsegueixen normalment mitjancant la creacié6 d’enllagos entre els grups
funcionals dels aminoacids. Com ja hem explicat abans, a pesar de que
I'entrecreuador més usat fins 'actualitat ha sigut el glutaraldehid, al trobar la
genipina com a entrecreuador amb més baixa citotoxicitat i d’origen natural, es

'elegit ideal per a estudiar-lo.

L’efecte reticular de la genipina es deu a un mecanisme de dos pasos. En
primer lloc la molecula de genipina sofreix un atac nucleofilic per les amines de la
gelatina. A continuaci6 el grup éster de la genipina sofreix una substitucid
nucleofilica resultant en els entrecreuaments covalents entre les amines primaries,

produint molt poca toxicitat i formant complexes ionics amb molecules carregades.
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Figura 7: Entrecreuament de la gelatina amb la genipina.

D’aquesta manera, la toxicitat de la genipina és d'entre 5000-10000 vegades
més baixa que altres tipus d’entrecreuadors obtenint una resisténcia mecanica i

contra la degradacié similar al que sobte d’altres més toxics com el glutaraldehid.

Sumant totes les propietats que hem nomenat dels diferents estudis recents
sobre la genipina, a més de proposar-la com a util en aplicacions d’enginyeria
tissular (bioadhesius, materials d’aposits, component de materials per a
substitucié ossia, alliberament de farmacs, entre altres) també s’estan estudiant les
propietats que la proposen en el punt de mira idoni per a usar la genipina com a

reactiu d'empremtes dactilars en I'ambit de la ciencia forense. [27, 28, 29, 30]

3.8. Polivinil-alcohol (PVA)

El polivinil alcohol (PVA) és un polimer hidrofilic, no toxic, biocompatible,
amb bones propietats mecaniques (alta resistencia i flexibilitat) i molt estable
durant llargs periodes de temps en diferents condicions de temperatura o pH. El
que fa a aquesta substancia de facil dissolucié en aigua és el seu alt contingut de

grups hidroxils polars que formen enllagos d’hidrogens amb aquesta.

El PVA no es prepara per la polimeritzaci6é del seu monomer, a diferencia de
molts polimers vinilics, per la seua inestabilitat a la isomeritzacié al acetaldehid.
Per tant el alcohol polivinilic es prepara per alcoholisis (hidrolisis o saponificacio)
parcial o total del acetat de polivinil per a eliminar els grups acetat. Aquesta

alcoholisis es pot efectuar amb etanol o metanol amb un acid o una base com a
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catalitzador. Normalment es dissol el poli(acetat de vinil) en el alcohol, es vesa el

catalitzador i es calenta per a que el polivinil alcohol es precipite.

NaOH
o CH—CH g ~-CH—CH-}
i metanol i
i 7
(I',‘:O H
CH;
poli (vinil acetato) poli (vinil alcohol)

Figura 8: Alcohdlisis del poli vinil acetat per a la obtencié de PVA.

Una de les seues principals aplicacions és la d’exercir com a entrecreuador
fisic o quimic per a l'obtencié d’altres polimers o estructures d’aquests. El PVA és
totalment degradable i es dissol rapidament. El seu punt de fusio esta als 2302C i si
esta total o parcialment hidrolitzat als 180-1902C respectivament. Es descompon
facilment per dalt dels 200°C ja que es pot sotmetre a pirolisis a altes
temperatures. El PVA es soluble en aigua, lentament en aigua freda pero
rapidament a temperatures altes (80-909C). El polivinil alcohol no fon com un
termoplastic, sin6 que es descompon per pérdua d’aigua de dos grups hidroxils

adjacents a temperatures superiors a 1502C.

El seu grau d’hidrolisis i el seu pes molecular determinen les seues
propietats finals. Controlant aquestes caracteristiques es podes aconseguir
diferents aplicacions i per aix0 és tan versatil en diferents sectors (industria

plastics, textil i farmaceutica).

En aquest projecte ens decantem per I'is d’aquest polimer per a la
fabricaci6 de les plantilles amb la impressora 3Dtouch degut al seu baix cost, la
seua facil dissolucié amb aigua, la facilitat per a obtenir-lo i ser extruit en la
impressora i la seua estabilitat quimica amb els materials que formaran el scaffold

d’estudi a partir del negatiu que produeix la plantilla. [17, 31]

Figura 9: Roll de filament de PVA per a impressora 3DTouch (esquerre); dissolucio d’estructura
de PVA impresa en 3D amb aigua (dreta).
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4. NORMATIVA

El centre de biomaterials i enginyeria tissular (CBIT), on s’ha realitzat el
present TFG, segueix el Manual Basic de Seguretat i Prevencid de Riscos Laborals del
CBIT de la Universitat Politecnica de Valencia, al qual es fa referencia a la salut,
seguretat en el treball i protecci6 mediambiental, en tot allo referit al laboratori.
També esta subjecte al Manual de PRL de la UPV aixi com a tota la normativa

vigent.

A aquest projecte es pot aplicar la normativa, caracteristica d'investigacié
experimental al laboratori, de Seguretat i Higiene en el Treball regulat per el
Ministeri de Treball i immigracié. Per tant, les activitats que tenen lloc en els
diferents laboratoris de sintesi i analisi, deuen estar subjectes a la Llei 31/1995, de
8 de novembre, de prevenci6 de Riscos Laborals del BOE nim. 269 10/11/1995 on

s'indiquen les pautes i mesures que es deuen implantar durant el treball.

Com no hi ha ninguna norma que faca referéncia a la manipulacié de
polimers en el laboratori, es fa us de la Llei anterior i es nomenen a continuacio, els

articles que resulten d’especial interes:

Article 134: “Normes per a evitar les males olors en el laboratori”
Article 135: “Substancies irritants, toxiques o infeccioses”
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5. AMBIT D’APLICACIO
5.1. Materials

Es aquest apartat es descriuen els diferents materials utilitzats en el
desenvolupament d’aquest treball explicant les seues caracteristiques i propietats

en relacié a I'is que se li donen en aquest estudi.

5.1.1. Dimetil sulfoxid

El dimetil sulfoxid és un liquid organic incolor que conté sulfoxid, un dels
seus usos és com a dissolvent organic industrial, miscible tant en 1'aigua, com en

solvents organics com alcohols.

T)
e S\
C CH3
Figura 10: Estructura quimica del DMSO

Aquest reactiu ha sigut utilitzat com a dissolvent per a les solucions de

gelatina i gelatina amb PLLA.

Taula 1 Propietats del dimetil sulfoxid

Nom comu Marca
Dimetil sulfoxid, per a sintesis Scharlau
formula Nombre de CAS Nombre de EINECS
200-664-3
Propietats fisico-quimiques (a 202C)
Pressio de
P lecul A T fusic T ebullicié
es molecular parenca fusié ebullicié vapor
Ly (33hPa)
[*]
78.13g/mol Liquid incolor 18.5 ¢C 85 _ 87 oC 0.6 hPa
. p .. Solubilitat
Densitat Index de refraccio o(:'_llz:)') . T ignicie T inflamacio
1.10g/cm3 (n 20°C/D) 1.48 miscible 300-302 °C 95 ¢C
5.1.2. Dioxa

El dioxa és un liquid volatil incolor miscible tant en el aigua, com en solvents
organics com alcohols i eters. S’utilitza principalment com dissolvent i prové de la

sintesis d’algunes substancies tensioactives de manera no desitjada.
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Aquest reactiu ha sigut utilitzat com a dissolvent per a les solucions de PLLA
i PLLA amb gelatina.

Taula 2 Propietats del dioxa.

Nom comu
1,4-dioxa, purissim, estabilitzat amb 2.5
) . . Scharlau
ppm de 2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT)
formula Nombre de CAS Nombre de EINECS
123-91-1 204-661-8
Propietats fisico-quimiques (a 202C)
Pressio de
Pes molecular Aparenga T tusis T ebullicié Y
88.11g/mol Liquid incolor 12 eC 101.5 eC 41 hPa
. Constant Solubilitat
Densitat dielectrica (H,0) T ignicie T inflamacio
1.03g/cm3 (259C) 2.2 miscible 300 eC 11eC
5.1.3. Etanol

El etanol o alcohol etilic és un liquid incolor, volatil i inflamable en

condicions de pressié i temperatura normals. Miscible en el aigua inclis en

proporcions molt descompensades. Les seues aplicacions son molt variades, des de

la industria quimica com a materia prima per a sintesis de diversos productes, com

en industria de preparacié de begudes alcoholiques, com en el sector farmaceutic.

|
H—C—C—O0—H

H H

|
H H

Figura 12: Estructura quimica del etanol

Aquest reactiu ha sigut utilitzat com a solvent en la extraccié en fred (freeze

extraction) dels diferents dissolvents (DMSO i dioxa) que s’han usat per a preparar

els scaffolds.
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Taula 3 Propietats de I’etanol.

Nom comu
Etanol absolut, per a sintesis Scharlau
férmula Nombre de CAS Nombre de EINECS
200-578-6
Propietats fisico-quimiques (a 202C)
Pes molecular Aparencga T fusis T ebullicié Prs;s;grde
46.07g/mol Liquid incolor -114.5°C 78.3eC 59 hPa
Densitat Constant Solubilitat T T o
dieléctrica (HzO) ignicioé inflamacio
O.79g/cm3 (259C) 24.3 miscible 425 °C 12eC

5.1.4. Nitrogen liquid

El nitrogen liquid en condicions de pressid i temperatura normals el trobem
en estat gasos sense color, olor ni sabor. Es un gas inert i es troba en l'aire sec de
I'atmosfera en un 78%, per tant, no és toxic a no ser que reaccione en altres
quimics, electricitat o altes temperatures. Se li atorguen aplicacions gracies a les
seues propietats en la industria alimentaria, a més de les propies aplicacions

quimiques en les que puga ser util.

En aquest cas s’ha usat nitrogen en fase aquosa (Dewar), es tracta de
nitrogen pur a una temperatura menor a la seua temperatura d’ebullicié a la
pressi6 d’'una atmosfera. Aquest material s’ha obtés industrialment per la

destil-lacié fraccionada del aire liquid i continua sent incolor i inodor.

Figura 13: Estat del nitrogen liquid

Aquest producte ha sigut utilitzat com a congelant de les plantilles de PVA
amb les dissolucions de gelatina, PLLA i gelatina-PLLA amb DMSO i dioxa per a
crear els scaffolds solids i poder extraure durant la congelacio els solvents liquids a

temperatura ambient per la tecnica d’extraccio en fred (freeze extraction).
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Taula 4 Propietats del nitrogen liquid.

. . ™ ;.
Nitrogen liquid /.Lasal 2001 liquid AIR LIQUIDE
refrigerat
N>, 7727-37-9 231-783-9
Propilets 0-0 gue a 20°€
Pes molecular Aparenga T tusis T ebullicié Inflamabilitat
28g/mol Gas (color liquid 210 °C -196°C | No inflamable
incolor)
Densitat relativa del Densitat relativa del .
- liquid Solubilitat (H,0) T critica
(aire=1)0.97 (aigua=1)0.8 20mg/I -147°C

5.1.5.  Aigua miliQ

Farem referéncia a aigua miliQ a aigua ultra pura de Tipus 1 que s’obté a
través d'un equip de la marca comercial Millipore Corporation al que anomenen
MiliQ. La puresa de l'aigua que s’extrau d’aquest equip esta avalada per la
normativa ISO 3696. Aquesta s’obté arran de sotmetre 1'aigua a successives etapes
de filtracié i desionitzacid per a aconseguir una resistivitat en I'aigua aproximada a
18.2MQ-cm a 252C. Una resistivitat alta significa menys ions transportadors de

carrega.

En aquest treball I'aigua miliQ s’utilitzara per a obtenir films de gelatina i

genipina en diferents concentracions per a fer un estudi d’absorcid.

5.1.6.  Aigua desionitzada

L’aigua desionitzada és a la que mitjangant un procés d’'intercanvi ionic se li
extrauen cations, com els de sodi, calci, ferro, cobre i altres, i anions com el
carbonat, fluorur, clorur, etc. Aquesta aigua es la que s’abasteix per les aixetes
verdes del laboratori del CBIT ja que el laboratori posseeix un filtrat global del
aigua (menys agressiu que el del equip miliQ) per a abastir aigua semblant a I'aigua
destil-lada per la seua utilitat per a experiments cientifics en arees especifiques de

la quimica analitica on es necessiten aigiies pures i lliures de ions.

H’O“H

Figura 14: Estructura quimica del aigua
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5.1.7.  Alcohol polivinilic (PVA)

Com ja s’ha comentat 'alcohol polivinilic és un polimer hidrofilic, no toxic i
biocompatible, amb bones propietats mecaniques, que el converteixen en un
material ideal per al seu us com a plantilla en la creacié d’scaffolds de manera que
després de donar-li la forma estructural, pot ser eliminat amb aigua facilment i que

a més els seus residus no serien perillosos en aplicacions biomediques.

n

OH

Figura 15: Estructura quimica del PVA

En aquest treball, per tant, s’ha usat el PVA en la creacié dels negatius per

als scaffolds després de ser impresos en forma de matrius tridimensionals.

Taula 5 Propietats alcohol polivinilic

Poly(vinyl alcohol) Sigma Aldrich
(CH40), 9002-89-5
Propieta D-Q gue a 20°
Pes molecular Aparenga T fusi6
130000 mol wt Forma cristal-lina (color incolor) 200 °C
Densitat relativa Solubilitat (H,0) U it
1.269g/cm’ miscible >1132C — copa tancada

5.1.8. Gelatina

La gelatina s’obté a partir de la desnaturalitzacié termica o la degradacio
fisico-quimica del col-lagen, la proteina més present en els teixits connectius com
la pell, els ossos i tendons. La gelatina és la protagonista en diferents aplicacions
per la seua biodegradabilitat. Industries alimentaries, farmaceutiques i
fotografiques son les principals consumidores de gelatina junt a altres aplicacions
tecniques. En 'ambit biomedic alguns dels usos freqiients podrien ser capsules
dures o blanes, microesferes, segelladors per a protesis vasculars, aposits per a
ferides i coixi absorbent per a us quirdrgic, aixi com estructures tridimensionals

per a regeneracio de teixits.
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Figura 16: Estructura quimica de les 3 molécules del col-lagen que es separen al augmentar la
temperatura d’aquest i al fondre es convertiran en gelatina.

A aquest treball s’han usat diferents dissolucions de PLLA i gelatina
entrecreuada amb genipina per a la creacié6 d’estructures tridimensionals
(scaffolds). La gelatina usada ha sigut de tipus acida comprada a Sigma Aldrich
(Ref. G2500; N2 CAS 9000-70-8)en forma de pols i color groc clar amb una
solubilitat en aigua d'un 50mg/ml i una capacitat de gelificacié6 de 300. Com tota
gelatina, la temperatura de fusi6 és baixa i la d'ignicié esta aproximadament sobre
5502C.

5.19. Genipina

La genipina és un agent reticulador (o entrecreuador) d’origen natural, que
es caracteritza per tenyir de blau (a pesar de tenir un aspecte de pols blanca) que
reacciona amb grups d’amines o peptids. Les seues aplicacions son molt diverses

per la seua baixa toxicitat.
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Figura 17: Estructura quimica de la genipina

En aquest estudi s’ha utilitzat com a agent entrecreuador de les amines de la
gelatina a fi de poder controlar millor la seua degradaci6. La genipina usada ha
sigut comprada a Sigma Aldrich (Ref. G4796 N2 CAS 6902-77-8) en forma de pols

solida.
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5.1.10. Acid poli-L-lactic (PLLA)

Com ja em vist el acid polilactic és un polimer biocompatible i
biodegradable molt utilitzat com a biomaterials. En aquest projecte s’ha utilitzat de
manera especifica el acid poli-L-lactic (PLLA), una forma del acid polilactic
caracteritzada per ser semicristal:li, com a material per a la fabricaci6 dels
scaffolds. S’han preparat suports tridimensional amb diferents concentracions
d’aquest material amb gelatina per a comprovar les propietats fisic-quimiques que
millor s’adaptarien per a ser utilitzades com a suport cel-lular.

Taula 6 Propietats acid poli-L-lactic

PLA (polylactide) NatureWorks
(C3H402), 4042D
Propleta D-Q gue a 20°€
Aparenca T fusis

solida 173-178 C
Solubilitat (H,0) T transicié vitrea
No miscible 60 — 65 2C

O
™ |~

O/
- CHB -n

Figura 18: Estructura quimica del PLLA

5.2. Meétodes
5.2.1.  Obtencio de plantilles de PVA en impressora 3D

La impressié en 3D esta basada en una serie de tecnologies amb la finalitat
de generar un cos tridimensional a partir d'una superposici6 de capes d'un
material especific, el qual deu tenir unes caracteristiques concretes. La facilitat, la
rapidesa i la complexitat de les formes que es poden obtenir son les principals
qualitats que presenta la fabricaci6 per impressio. Aixi i tot, a aquesta fabricacio se

li exigeix comprometre’s en unes tolerancies acceptables.

Actualment es poden trobar aplicacions per a la impressié 3D en diferents

camps com: joieria, calcat, disseny industrial, arquitectura, enginyeria, construccid,
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automocid, sector aeroespacial, sistemes d’informaci6 geografica, industries

mediques i molts altres.

Els planols de disseny de la pega s’exporten a planols virtuals de programes
informatics com el CAD o altres arxius de format STL. El disseny de la peca esta
limitat per les caracteristiques de la impressora i del material utilitzat.

En aquest projecte es fa us d'un software especific de la impressora
3DTouch el qual es basa en I'is d'un llenguatge CNC adaptable a qualsevol material
i geometria. En aquest cas la geometria tracta d'una plantilla tridimensional per
capes on les dues primeres seran les capes base que faran de segellador per a que
no hi haja fugues de les dissolucions. Seguidament aniran imprimint-se capes
creuades (una capa amb filaments horitzontals seguida de una capa de filaments
verticals) que formaran una estructura porosa amb filaments de PVA separats
entre si de manera que permeten la posterior creaci6 de l'estructura macroporosa
necessaria per a que el material 3D del scaffold siga colonitzat en la seua totalitat i
aixi reabsorbit per el medi biologic. A més, per a que aquesta plantilla no presente
fugues quan s'introduisquen en ella les dissolucions, a cada capa, es repassara dos

vegades el contorn de la plantilla per a tancar I'estructura.

Fiber . 600
Diameter Spacing 7 39551425 2957 +37.8
(FD) (SP)
E 4004
]
Fiber l l g
Diameter ; % 2004
pacing 2
(FR) T (sp)  °
& &
é‘%‘\z eQbO\.b
3D Insert™ Structure 3D Insert™ Structure Parameters <

Figura 19: Disseny intern de la plantilla de PVA (esquerre); diametre i separacio entre fibres de
la plantilla de PVA (dreta)

Per aconseguir aquesta impressié s’utilitza la técnica de modelat per
disposici6 fosa. Com ja s’ha explicat, 'objecte es crea a partir de fils del material.
Per a treballar en PVA s’ha de configurar la impressora a 60rpm i 1802C per a que
fonga el PVA. Aquest s’introdueix per la broqueta de la impressora i s’ajusta la
pressié necessaria sobre el fil(el fil del roll de compra) per a que la impressora
puga espentar-lo a la velocitat desitjada i que el filament isca en el grossor adequat
per a l'aplicacié que busquem. D’aquesta manera, mentre es fon el PVA va
dibuixant-se l'estructura explicada anteriorment en els eixos XY. Una vegada els
filaments comencen a formar la plantilla, el PVA es solidifica rapidament sobre la

capa anterior fins a finalitzar la peca.
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Figura 20: Procés de impressio de la plantilla de PVA (esquerre); plantilles de PVA impreses
(dreta)

5.2.2.  Preparacid de dissolucions

Per a l'obtencié de les dissolucions en diferents proporcions de gelatina,
genipina i PLLA diferenciarem 3 punts: les dissolucions de gelatina i genipina, les
de PLLA i les de gelatina i PLLA. En tots els casos s’han usat pots de vidre de
tancament hermetic per la volatilitat dels dissolvents. Per a obtenir una solucié
amb una viscositat adequada per a poder introduir-la sense problemes per els
canals de les plantilles de PVA s’han preparat dissolucions en proporcions de pes al
8%.

5.2.2.1. Dissolucions de Gelatina i genipina

Es van preparar diferents dissolucions de gelatina:

e (Gelatina al 8% (w/w) amb DMSO per a les posteriors dissolucions amb
PLLA.

e Gelatina al 8% (w/w) + genipina al 0.5% (w/wg) amb DMSO

e Gelatina al 8% (w/w) + genipina al 0.7% (w/ wg) amb DMSO

e Gelatina al 8% (w/w) + genipina al 0.9% (w/ wg) amb DMSO

Taula 7 Proporcions dissolucions gelatina
Dissolucio \ Gelatina (g) Genipina (mg) Dimetil sulfoxid (g)
G 8% | 1.2 - 13.8
G 8% - GP 0.5% 0.398 2 4.6
G 8%-GP 0.7% \ 0.3972 2.8 4.6
G 8% - GP 0.9% \ 0.3964 3.6 4.6

Els passos a seguir son els segiients:
1. Pesar el pot de vidre i tarar.

2. introduir la pols de gelatina, pesar la quantitat necessitada i tarar.
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3. Vessar el DMSO fins aproximadament el pes que es buscava i ajustar-lo
introduint el DMSO gota a gota amb pipetes Pasteur per a no passar la
quantitat.

4. Introduir un iman recobert de tefld i deixar en agitacié unes 24h fins que

s’aconsegueix una mescla uniforme

5. Per a les mescles amb genipina, preparar nous pots de vidre hermetics,
tarar-los a la bascula i pesar dintre la quantitat de genipina. Introduir la
dissoluci6 de gelatina corresponent amb el iman i deixar agitant 3h fins que

es converteix en una mescla de color ataronjat homogeénia.

5.2.2.2. Dissolucions de PLLA

De PLLA es va preparar una Unica dissolucié la qual es va fer al 50% de
dioxa i 50% de DMSO, ja que la gelatina no dissol amb dioxa pero el PLLA si que
dissol parcialment amb el DMSO per tant amb l'ajuda dels dos solvents podem

aconseguir una mescla homogenia sense que ningun dels dos materials precipiten.

Taula 8 Proporcions dissolucié acid poli-L-lactic
Dissolucié | Dioxa (g) Dimetil sulfoxid (g)

PLLA 8%

Els passos a seguir son els segiients:
1. Pesar el pot de vidre i tarar.
2. Introduir els granuls de PLLA un a un i pesar la quantitat necessitada
3. Vessar el Dioxa ajustant el pes gota a gota

4. Col-locar dins del pot un iman recobert de tefl6 i deixar en agitaci6é unes 24h

fins que s’aconsegueix una mescla uniforme

5. vessar el DMSO gota a gota amb pipetes Pasteur per a no passar la quantitat.
El iman deu estar dins per a posar immediatament en agitacio a fi de que el

PLLA no precipite.

6. Deixar en agitacid 24h.
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5.2.2.3. Dissolucions de Gelatina i PLLA

Es van preparar dos dissolucions de mescles Gelatina/PLLA, ambdues en

un porcentatge de genipina al 0.7% (w/wgy:

e Dissolucié de Gelatina/PLLA al 8% en proporcions 80/20
e Dissolucié de Gelatina/PLLA al 8% en proporcions 50/50

Taula 9 Proporcions dissolucions gelatina/PLLA

Mescla Dissolucié Gelatina Dissolucié PLLA  Genipina (mg)
(g) (g)

G/PLLA 80/20 4 1 2.24
G/PLLA 50/50 2.5 2.5 1.4

Els passos a seguir son els segiients:
1. Pesar el pot de vidre i tarar a la bascula.

2. Vessar primerament la dissoluci6 de gelatina gota a gota per a pesar la
quantitat necessitada i tornar a tarar.

3. Abocar gota a gota la dissoluci6 de PLLA fins aconseguir el pes desitjat.

4. Introduir un iman recobert de tefl6 i deixar en agitacié unes 48h fins que

s’aconsegueix una mescla uniforme.

5. Per a afegir la genipina: preparar nous pots de vidre hermetics i tarar-los a
la bascula. Es pesa al seu interior la quantitat de genipina i afegeix gota a
gota la mescla de G/PLLA corresponent amb el iman i deixar agitant 3h fins

que s’ha convertit en una mescla de color verd6s/blavés homogenia.

5.2.3. Obtencio de films

Una vegada s’obtenen totes les mescles amb un aspecte homogeni i viscos
s’aboquen en plaques petri de tefl6. Com totes les mescles contenen DMSO i no és
massa volatil a temperatura ambient, primerament es deixen les petri 24h baix de
la campana per a que eliminaren la maxima quantitat de dissolvents possible
(sobretot el dioxa que es molt volatil), també es podra observar un canvi de color
en les dissolucions de gelatina per la reacci6 amb les amines que provoca la
genipina en el ambient. Després es posen les petri a 50°C per a que eliminen el

DMSO poc a poc, baix de les campanes, i en el cas de fer aquest escalfament en
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algun forn vigilar més sovint el seu estat per la possible concentracié de gasos.
Altra opcié al forn és deixar-les al dessecador amb temperatura (509C) en
extraccid continua 2h, parar la extraccié continua 1h per al refredament del motor,
continuar en aquest procés fins a la eliminaci6 total del DMSO. Una vegada no hi
haja presencia de DMSO els films han de quedar-se en els dessecadors al buit per a
que la gelatina (hidroéfila) no absorbisca aigua de I'ambient. També, si no van a ser
utilitzats a continuacié de la seua obtencid, es poden guardar amb gel de silica de
manera hermetica per a que siga aquesta la que absorbisca la humitat de la

gelatina.

Figura 21: Procés de obtencid i secat de films.
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5.2.4.  Obtencio d’scaffolds

Com ja s’ha comentat amb anterioritat, per a poder obtindre scaffolds valids
i amb una estructura solida, hem d'aconseguir una dissolucié de mescles el
suficientment fluida per a que puga ser introduida entre els canals interconnectats
de la plantilla de PVA.

Per comencar amb les dissolucions preparades com s’indica al apartat 5.2.2.

es procedira a “omplir” les plantilles de PVA amb l'ajuda de una xeringa de 1ml.

Com el que es pretén obtenir sén estructures macro i microporoses de
gelatina i PLLA s’ha d'extraure el PVA per a que es queden els seus filaments com a
canals en negatiu dels scaffolds (macroporos) i també s’han d’eliminar els
dissolvents sense col-lapsar el scaffold en un film. Per aixd s’han de extraure els
dissolvents en estat solid per a que es queden els materials de les mescles en una
estructura solida plena de microporus que deixaran els dissolvents. Aixo
s’aconsegueix amb el freeze extraction. Aquest procediment, explicat en el punt
5.2.5, també 'usarem per a extraure de la gelatina entrecreuada I'aigua absorbida
en el procés de neteja de PVA dels scaffolds amb aigua.

Per tant els passos per a obtenir scaffolds seran:
1. Reomplir les plantilles de PVA fins que no admeten més dissolucid

2. Congelar-les rapidament (per a evitar la evaporacié involuntaria de
solvents) gracies a introduir-les en nitrogen liquid que haurem vessat en un
recipient de suro el suficientment gran per a introduir la plantilla i unes
pinces termiques per a poder manipular-la (el nitrogen previament s’extrau
del seu bid6é contenidor (deward) i es deixa en un termo de poliestire). Es
vesa la quantitat suficient de nitrogen per a tapar fins a dalt una plantilla de
PVA.

3. Extraccié dels solvents per freeze extraction (utilitzant etanol per a extraure
la mescla DMSO+dioxa)..

4. Extracci6 del PVA per llavat amb aigua.

5. Extracci6 de l'aigua absorbida per freeze extraction (utilitzant etanol per a

extraure l'aigua).
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Figura 22: Preparacio per a fer els punts 1 i 2 del procés d’obtencid d’scaffolds

5.2.4.1. Extraccié de solvents (DMSO i dioxa) per freeze extraction

Freeze extraction és la manera tecnica d’anomenar l'extraccié en fred com

bé es pot traduir del anglés.

Aquesta tecnica consisteix en extraure un solvent en el seu estat solid
(congelat) mitjancant un altre que a la mateixa temperatura estiga en estat liquid i

el puga dissoldre.

En el nostre cas, tenim dos solvents: dioxa i DMSO. Els dos sén solubles amb
'etanol i es congelen a temperatures més altes de -202C (a -20 2C els dos solvents
estan congelats). Es proposa I'’etanol com a candidat per a fer la extracci6 en fred,
ja que hem comprovat que l'etanol es congela a temperatures més baixes que -
202C i a més no es solvent dels materials utilitzats (Gelatina i PLLA). Per tant,
s’elegeix I'’etanol coma solvent idoni per a 'extracci6 dels solvents. L’extraccié del
dioxa i DMSO amb etanol es fara a una temperatura de -20 2C on tant el dioxa con
el DMSO estan congelats, mentre que l'etanol esta en estat liquid.

Una vegada les plantilles de PVA s’omplin amb les mescles i es congelen
amb nitrogen liquid, cadascuna de les plantilles es col-loca en un pot de vidre ple
d’etanol fred (preparat amb 24h d’antelaci6é al congelador de -202C), cadascun
etiquetat amb el nom de la mescla que conté. Es deixa un minim de 4 hores per
primera vegada al congelador a -202C per a que I’etanol vaja dissolent els solvents,
després es canvia l'etanol per nou etanol fred (és convinent tenir una botella al
congelador per a tots els llavats) i es torna a deixar en el congelador a -202C durant
un minim de 4 h. Aquest canvi d'etanol implica fer-los llavats a les plantilles per a
que el scaffold quede totalment lliure de solvents no desitjats, se n’haurien de fer
minim 4 (convé els dos primers llavats fer-los a les 4h per a que l'etanol no estiga

saturat de solvents i es puga dissoldre’s millor).
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Figura 23: Pots de vidre etiquetats plens de etanol fred amb les plantilles congelades al interior

5.2.4.2. Extracci6é de PVA

Després del llavat de les plantilles per a retirar els dissolvents del materials
principals del scaffold es procedeix a la dissolucié i per tant extraccio6 de la plantilla

de PVA dels canals que s’han creat amb el material.

Per a dissoldre el PVA es prepara un got de precipitats (gran, de mes o
menys 500ml) i una petri de vidre perforada. Al fons del got es col-locara un iman
recobert amb tefl6 més xicotet que el diametre de la petri i es cobrira amb la petri
al revés per a evitar que entre en contacte el iman i la plantilla, s'omple el got
d’aigua desionitzada i es posa en agitaci6 a 602C a unes 200rpm. Seguidament
s’'introdueix dins de l'aigua el scaffold amb la plantilla de PVA i es tapa el got amb
paper de plata. Es deixa agitant i a les 2h es canvia l'aigua per primera vegada per
saturaci6 de PVA de la mateixa manera que es canviava l’etanol en el freeze
extraction. El canvi d’aigua es fa fins que l'aigua quede totalment neta (unes 5

vegades canviant-la entre 4 i 5h durant 3 dies).

Figura 24: Scaffold lliure de PVA en aigua neta (esquerre) ;
scaffold en procés de neteja de PVA en aigua bruta (dreta)
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5.2.4.3. Extraccié d’aigua per freeze extraction

Amb el procés anterior, els scaffolds de gelatina absorbeixen aigua i per a
extraure-la per tal que l'estructura macroporosa no col-lapse és necessari
extraure-la de manera rapida i proporcional en tot I'scaffold. El scaffold de PLLA al
no absorbir aigua pot deixar-se assecar en campana i no hi ha perill de destruccié
de l'estructura i aixi es fa. Perdo com la majoria de plantilles contenen gelatina,

'aigua s’extrau mitjancant freeze extraction.

Igual que al freeze extraction dels solvents, aci trobem que I'aigua també es
congela per baix de 02C i que és soluble en I'etanol. Aleshores es torna a elegir
'etanol com a extractor de I'aigua.

Aquesta vegada la congelacid no es fara amb nitrogen per que no hi haja un
xoc termic massa gran i I'scaffold es puga fraccionar, per aixo, es preparen gots de
precipitats de tefl6 i es col-loquen dins els scaffolds amb aigua fins a cobrir-los en el
seu estat de inflat per absorci6. Es col-loquen al congelador de -202C i es deixen
24h. Al dia segiient s’extrauen del got de tefl6 i s’introdueixen en pots de vidre
preparats, igual que en l'anterior extraccié per fred, plens d’etanol fred. Aquesta
vegada s’ha de canviar mes vegades l'etanol perqué hi ha més quantitat de solvent
(aigua) a dissoldre. Una vegada fets uns 6 llavats es comprova en extraure I’scaffold
que esta solid, i es deixa evaporar I'etanol en la campana d’extraccié uns 15 minuts,
després es posaran en els dessecadors (amb buit) per extraure la humitat que
puguen tenir i restes d’etanol que haja pogut retindre.

Figura 25: Scaffold extret de la neteja amb etanol (esquerre) ;
scaffold sec després de evaporar i extraure el etanol (dreta)
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6. TECNIQUES DE CARACTERITZACIO
6.1. Estudi d’absorci6 d’aigua

Els films que s’estudien estan entrecreuats amb genipina i per veure la
influéncia de la quantitat d’entrecreuador (genipina) respecte a la capacitat
d’absorcié d’aigua, es procedira a fer un estudi d’absorcié d’aigua dels films de

gelatina preparats amb les diferents concentracions de genipina.

El grau d’absorci6 es calcula comparant la massa d'una mostra humida (mn)
després d'un interval determinat de temps, amb la mostra seca (myo) al principi de

|'assaig, com podem veure en la Equacio6 1:

Mmy) — My

grau de absorcio (t) = x 100

0

Per a fer un estudi del grau d’inflat, s’ha seguit el segiient procés:

1. Tallar 3 quadrats de cada film de gelatina amb genipina en les diferents
concentracions (0.5%GP , 0.7% GP i 0.9%GP) i pesar-los en sec (acabats
d'extraure del dessecador).

2. Després de tenir un pot de vidre per cada mostra perfectament etiquetat
amb aigua desionitzada préviament escalfat al forn de 372C, s’introdueix un
quadrat a cada pot de vidre i s'introdueixen en el forn alta vegada durant 5
minuts.

3. Es tornen a pesar després de 5 minuts a 379C amb aigua assecant-les
superficialment amb paper de filtre per a evitar errors d'excés d’aigua. Es
tornen a guardar al forn durant 5 minuts fins que s’estabilitzen els
increments de pes i es puga prendre el pes en periodes de temps mes llargs.

4. Quan l'augment de pes ja no varie a pesar del temps o inclds comence a
haver pérdua de pes, el film haura arribat al grau d’absorci6 maxim i ja

podem procedir a la representacio dels resultats.

6.2. Calorimetria diferencial d’agranat (DSC)

La calorimetria diferencial d’agranat, o DSC, és una tecnica experimental
dinamica que ens permet determinar la quantitat de calor que absorbeix o allibera
una substancia, quan esta a temperatura constant, durant un temps determinat o
quan es escalfada o gelada a velocitat constant en un interval determinat de

temperatures. Degut a la gran sensibilitat i la rapidesa dels analisis, la calorimetria
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diferencial d’agranat s’ha posicionat com una tecnica important en el camp de la

ciencia dels materials.

El coneixement de la estabilitat téermica d’'un material, aixi com la completa
caracteritzacié de les seues transicions es molt interessant en la recerca de

materials per a aplicacions industrials.

El principi en el que es basa la técnica experimental del DSC tracta de
disposar de dos capsules. Una d’elles conté la mostra que s’ha d’analitzar i I'altra
esta buida i s’anomena capsula de referencia. La temperatura sempre sera la
mateixa en ambdues capsules, per aixo si es detecta cap diferéncia els calefactors
individuals la corregiran, és a dir, quan té lloc un procés exotérmic o endotérmic,
I'aparell compensa la energia necessaria per mantenir la mateixa temperatura en

ambdues capsules tracant el flux de calor requerit front a la temperatura.

Thermocouples

/

Sample Reference

e
/

\ Heaters -”‘/

Figura 26: Esquema de com funciona un equip DSC

La diferencia entre un procés endotermic o exotermic, és que quan, per
exemple, una substancia solida fon a liquida necessita més calor per a augmentar la
seua temperatura es tracta d'un procés endotermic (absorbeix calor al produir-se
la transici6); i quan es produeix una cristal-litzaci6é (exotermic) I'aparell necessita

menor quantitat de calor per compensar les temperatures.
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Figura 27: Representacio grafica de les transicions que es poden donar en una corba DSC.

Aco pot resumir que totes les transformacions o reaccions on es produeix
un canvi energetic, poden mesurar-se per calorimetria diferencial d’agranat.
Algunes de les diverses utilitats del DSC que podem destacar s6n; mesures de la
capacitat calorifica aparent (fenomens de relaxacié estructural); determinacié de
temperatures caracteristiques de transformacié o de transicié com vitria, ferro-
paramagnetica, cristal-litzacié, transformacions polimorfiques, fusid, ebullicid,
descomposicid...; estabilitat termica dels materials; cinetica de cristal:litzacié dels

materials; entre d’altres.

No obstant, per identificar el tipus de transformacié que té lloc a una
determinada temperatura, s’ha d’acudir a tecniques complementaries que

verifiquen les conclusions extretes de les corbes de DSC.

En aquest document s’han portat a terme 3 programes de calorimetria
diferencial: un per a films de gelatina amb diferents entrecreuaments de genipina
(1); altre per al film de PLLA amb dissolucié mixta de dioxa i DMSO (2); i I'tltim
que ha servit per als films de les mescles i els scaffolds obtinguts(3). L'equip
utilitzat ha sigut el DSC8000 Pyris i les condicions de les mostres van ser la d'estar
24h al dessecador a temperatura ambient immediatament abans d’encapsular, que
el pes de la mostra a estudiar estiguera entre 2 i 9 mg, i que la capsula es perforara

en el moment d’introduir-la al forn del DSC.
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Tots els agranats s’han fet a una velocitat constant de 20°2C/min. Els

programes son:

Taula 10 Programa térmic 1 DSC.
Programa 1

(films gelatina + genipina)
1. Escalfar de 302C a 1502C
2. Refredar de 1502C a 302C

Taula 11 Programa térmic 2 DSC.

Programa 2

(film PLLA)
Refredar de 202C a -602C
Esperar 5 min a -602C
Escalfar de -602C a 2002C
Esperar 10 min a 2002C
Refredar de 2009C a -602C
Esperar 5 minuts a -602C
Escalfar de -602C a 2002C
Refredar de 2002C a 20°C

O N O b AW NR

Taula 12 Programa térmic 3 DSC.

Programa 3

(films mescles + scaffolds)
1. Refredar de 20°C a -602C
2. Esperar 5 min a -602C

3. Escalfar de -602C a 2002C
4. Refredar de 2002C a -602C

6.3. Termogravimetria (TGA)

La termogravimetria es defineix com la técnica amb la qual es mesura la
massa de les mostres front al temps (balang) o la temperatura (téermica) mentre

que la mostra esta sotmesa a un programa de temperatura controlat en una
atmosfera especifica.

El programa de temperatures pot ser mantenir una temperatura constant

(isoterm), escalfament a velocitat constant, refredament o alguna combinaci6
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d’elles. La atmosfera pot ser estatica o dinamica amb un cabal predeterminat i els

gasos més habituals son Ny, aire, Ar, CO; i també s’usen Hz, Clz o SO-.

La termogravimetria, per tant, sols pot identificar processos en els quals es
produisca una variaci6 de pes com descomposicions, sublimacions, reduccid,
desorcid, absorcid, etc. Per tant no permet estudiar processos com fusions,

transmissions de fase, etc...

Per tant I'analisi termogravimetric (TGA) és una de les técniques d'analisi
termic fonamental per entendre el comportament dels materials, concretament els

polimerics.

L'equip utilitzat en termogravimetria és una termobalan¢a que consta de 5

parts principals:

1. Una microbalanga electronica i el seu equip de control

2. Unforniuns sensors de temperatura (termopar proxim a la mostra)

3. Un programador de temperatura

4. Un controlador de I'atmosfera (tipus de gas i cabal)

5. Un dispositiu per registrar les dades de pes i temperatura.

To balance mechanism

Sample
y_— Thermocouple

Sample (1-20 mg of
polymer, in Pt pan)

Evolved gases «— [T}

i I Purge Gas (50-100 mL/min)

Furnace (5-20°C/min)

L Source: TA Instruments

Figura 28: Esquema de com funciona un equip de termogravimetria.
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El procés que segueix un analisi TGA consisteix en escalfar la mostra fins a
temperatures molt altes mentre es registra la seua massa amb molta precisio. La

corba que s’obté d’aquest registre pot mostrar diversos fenomens:

e Perdues de pes degudes a: reaccions quimiques (descomposici6 i
separacié del aigua de cristal-litzaci6, combustié, reduccié d’oxids
metal-lics) o transformacions fisiques (evaporacié, vaporitzacio,

sublimacié, desorcio, dessecacid)

e Augments de pes degudes a: reaccions quimiques (reacci6 amb
components gasosos del gas de purga, com O, COz amb formacié de
compostos no volatils o poc volatils) o transformacions fisiques

(absorcié de productes gasosos en les mostres, com carbd actiu)

e Variacions de la forca magneética (pseudovariacions de massa) que
apareixen en mostres ferromagnetiques en la anomenada transformacio

de Curie.

Per tant la corba resultant s’obté representant el pes en el eix Y front a la
temperatura o al temps (segons el analisi) en el eix X. Per a procedir a la
interpretacié dels resultats, en termogravimetria, a més de la corba TGA s’ha de
recorrer a altres corbes amb fins interpretatius com la primera derivada (corba
DTG, velocitat de la variaci6 de massa), la corba SDTA (processos exotermics i
endotérmics analegs a DSC) i en el cas de ser necessari la corba EGA (Envolved Gas

Analysis), per exemple, mesuraments FTIR o MS de gasos i vapors alliberats.

Les condicions de mesura per garantir l'intercanvi de materia entre la
mostra i l'entorn, el cresol deu estar obert, freqiientment s’utilitza una tapa
perforada. Els mesuraments termogravimetrics es realitzen quasi sempre amb
programes de temperatura dinamics i una velocitat de 0.5 a 50 K/min, normalment
20K/min. Per a cobrir una possible dessecacié de les mostres, es sol usar una
temperatura inicial de 25 o 30 2C. Casi sempre es busca mesurar la temperatura de
descomposicié de la mostra per el que normalment la temperatura final és alta
(600°C en mostres organiques o >10002C en inorganiques). Les mostres
organiques reben la pirolisi normalment baix nitrogen. En cada mesurament s'ha

d'utilitzar un gas de purga o com a minim un gas protector de la balanca.

En aquest estudi s’han preparat les mostres segons aquestes condicions:
estar previament dessecades a temperatura ambient i guardades al dessecador
24h abans de posar-les en el equip de TGA (si s’havien dessecat amb anterioritat

devien guardar-se amb gel de cilica per a que no absorbiren humitat.
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S’ha dut a terme un dnic programa per a els films de gelatina/genipina0.7%
; gelatina/PLLA 80/201 50/50 ; i el film de PLLA. El programa estava configurat a
una velocitat d'escalfament de 202C/min i consistia en escalfar de 502C a 9002C.

Els analisis s’han portat a terme gracies a 'equip Thermal Analysis DSC TGA
2 de la casa comercial Mettler Toledo.

6.4. Espectroscopia infraroja per transformada de
Fourier (F-TIR)

L’espectroscopia d’infrarojos és un tipus d’espectroscopia d’absorcié que
utilitza la regi6 infraroja de l'espectre electromagnetic (de I'interval 12800-10cm-!
de numeros d’ona). S'utilitza per identificar la composicié d'una mostra ja que
aquesta técnica es basa en el fet de que els enllacos quimics de les substancies
tenen freqiiencies de vibracié especifiques que corresponen als nivells d’energia de
la molécula. Aquestes freqiiencies depenen de la forma de la superficie d'energia

potencial de la molécula, de la geometria molecular i les masses atomiques.

Per tant, els espectres en la regid infraroja d'interés biologic estan associats
a les transicions entre els nivells d’energia vibracional corresponents a vibracions
(tensi6 -contraccid) i flexions dels enllagos i altres moviments complexes de les

molecules.

L’espectroscopia infraroja avarca un interval de tres regions: infraroig
llunya (de 200 a 10 cm1), mitja (de 4000 a 200 cm1) i proper (de 12800 a 4000

cm-1).

Al proper li corresponen els espectres de vibracio d’alta energia (mesures
quantitatives de grups funcionals organics O-H, N-H i C=0). L’infraroig llunya
correspon als espectres de rotacio pura de molecules gasoses i per tant no es
possible aplicar aquesta regié a biopolimers en dissolucié. L’infraroig mitja es la
regio més adequada per a l'analisi de biopolimers en dissolucid, els espectres
corresponents consisteixen en multiples bandes degudes a vibracions de I'esquelet

molecular.

Per que una vibracié aparega en 'espectre infraroig la molecula deu estar
sotmesa a un canvi en el seu moment dipolar durant la vibracié (una aproximacio
harmonica o de Born-Oppenheimer). Els enllagcos poden vibrar de sis maneres:

estirament simetric, estirament asimetric, tisores, rotacid, gir i wag.
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Figura 29: Representacio del tipus de vibracié que poden manifestar les molécules.

Amb la finalitat de prendre mesures d’'una mostra, es transmet un raig

monocrom de llum infraroja a través de la mostra i es registra la quantitat

d’energia absorbida. Repetint aquesta operaci6 en el rang de longituds d’'ona que

ens interessava (infrarojos de la regié mitja de 4000 a 200 cm1) es pot construir

un grafic d’on es pot extraure analiticament quins enllagos conté la mostra.
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Figura 30: Grafica de localitzacio de enllagos de les particules en el FT-IR

Per a la realitzaci6 d’aquest analisi s’ha fet us del equip FT-IR Thermo
Nicolet NEXUS.

Com anem a usar l'instrument Smart Diffuse Reflectance que treballa amb

pols, procedirem a rallar les nostres mostres amb un rallador fi. Una vegada optés

la pols de la mostra es mesclaran amb bromur de potassic (KBr) que es una sal

altament purificada que no absorbeix la radiacié infraroja i que per tant les

uniques linies espectrals provindran del material a analitzar. Aquesta mescla de
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materials es fara amb I'ajuda d’'un morter per a garantir la mescla en forma de pols
en una proporcié KBr/mostra al 90/10. Una vegada preparada la mescla es guarda
en un eppendorf correctament identificat. Al mateix temps també es plena un
eppendorf inicament de KBr. De cada mostra s’han de preparar 250mg de mescla
90/10 amb KBr. Als eppendorf es faran un xicotet forat a la tapa i es posaran al

dessecador 24h abans del seu analisi amb I'’equip d’espectroscopia.

L'instrument a utilitzar té dos cavitats circulars, en la més proxima a
I'usuari es deu enrasar amb KBr solament per a fer la linia base de l'estudi, i a
I'altra cavitat es deu introduir i enrasar la mescla del material a analitzar. L’assaig

de les mostres es fa a través del software Omnic.

6.5. Lupa binocular

La lupa binocular és un instrument optic que permet obtenir una imatge
augmentada dels objectes que vulgues analitzar sense tenir que fer-los cap tipus de
tractament previ. L'equip porta una camera per a poder fer una captura de les
imatges de manera digital per un software instal-lat al ordinador.

Per a obtenir una imatge de bona qualitat primer es necessita col-locar un
fons (base on deixar la mostra) d’'un color complementari al de la mostra a
estudiar. També és necessari ajustar l'augment i I'’enfocament mitjancant la
visualitzacié a traves dels binoculars. Una vegada tenim una imatge bona, es canvia
la configuracié de ‘tot als binoculars’ a ‘tot a la camera’ de manera que apareixera
la imatge connectada al ordinador. Es tornen a reajustar 1'augment i la direcci6 i
intensitat de la llum en el cas que a I'ordinador es visualitzes amb menor claredat i

nitidesa optima.

Mitjancant el software es poden ajustar parametres com gamma de colors,
contrast, exposicio i saturacio per a obtenir més diferenciaci6 d’algun punt visual o
color en concret, pero a no ser que es done el cas els valors seran els predefinits.
Una vegada tenim la imatge que desitgem farem una adquisicié (captura) i
col-locarem una barra de mesurar en algun lloc on es puga diferenciar de la imatge

amb un grossor i una mida adequades per al posterior analisi de la imatge.

La lupa binocular utilitzada és la de la marca comercial Leica model MZ APO
localitzada en el Servei de Microscopia Electronica (SME) de la Universitat
Politécnica de Valencia (UPV).
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L'obtenci6é d’imatges ha sigut dels scaffolds: vista superior, vista inferior i
seccié transversal. Amb la finalitat d'observar l'estructura macroporosa per

analitzar si queda compacta i si es solida i valida.

Figura 31: Lupa binocular Leica MZ APO.

6.6. Microscopia electronica d’emissié de camp

(FESEM)

En [l'actualitat, els microscopis electronics s6n una ferramenta

indispensable per al desenvolupament de la nanotecnologia i la produccié.

Amb el microscopi electronic d'agranat, s'obte informacié de la superficie
de la mostra amb una resolucié molt alta que s'utilitza en molt camps d'aplicacid,

entre els quals es troba el que aquest projecte planteja: la investigacié de materials.

El microscopi electronic d'agranat d'emissié de camp (FESEM), és un
instrument que, com el SEM, és capac¢ d'oferir una amplia varietat d'informacié
procedent de la superficie de la mostra, perd amb més resolucié i amb un rang
d'energia molt major. El funcionament és el mateix que el d'un SEM convencional:
s'agrana un feix d'electrons sobre la superficie de la mostra, mentre que un
monitor visualitza la informacié que ens interessa en funcié dels detectors

disponibles.
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ULTRA 55

rm

Figura 32: Equip de FESEM que es troba al Servei de Microscopia Electronica de la UPV.

L'equip instal-lat en el Servei de Microscopia de la UPV, és el model ULTRA

55 de la marca ZEISS, que compta amb els segiients detectors de fabricacié propia:

Detector d'electrons secundaris SEZ, el qual ofereix una imatge SEM
tipica de la topografia de la superficie de la mostra amb una gran
profunditat de camp. S'utilitza, principalment, per navegar per la
mostra a baixos augments, buscant punts d'interés i per estudiar

mostres amb molta informaci6 topografica.

Detector d'electrons secundaris in lens, situat a l'interior de la
columna d'electrons i que treballa amb electrons secundaris de baixa
energia i ofereix les imatges de major resolucié. Ofereix el millor
rendiment a baixos potencials d'acceleracié (< 5 kV), i per tant molt
recomanable per treballar amb mostres sensibles al feix electronic i per

minimitzar |'efecte de carrega en mostres no conductores.

Detector d'electrons retrodispensats AsB, sensible a la variaci6é de
nombre atomic dels elements presents en la mostra, utilitzat per

observar els canvis en la composicié quimica de I'especimen.

Detector d'electrons retrodispersats in lens EsB, independent del
detector de secundaris in lens, que permet oferir la senyal de
retrodispensats pura, sense ninguna contaminacié d'electrons

secundaris i a molt baix potencial d'acceleracid.

Detector d'energia dispersiva de Rajos X, EDS (OXFORD
INSTRUMENTS), que rep els Rajos X procedents de cadascun dels punts
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de la superficie sobre els que passa el feix d'electrons. Aquesta tecnica

es coneix com Microanalisi per EDS.

Amb l'adicié de detectors adicionals com EDX, EBSD, WDX, CL, es possible

realitzar un analisi nano estructural complet de la mostra.

La principal diferéncia entre un FESEM i un SEM resideix en el sistema de
generacio d'electrons. El FESEM utilitza com a font d'electrons un can6 d'emissio
de camp que proporciona feixos d'electrons d'alta i baixa energia molt focalitzats,
millorant aixi notablement la resolucié espacial i, a més, permet treballar a
potencials molt baixos (0.02 - 5 kV). Aquesta caracteristica ajuda a minimitzar
I'efecte de carrega en espécimens no conductors i a evitar danys en mostres

sensibles al feix electronic.

Una altra caracteristica molt destacable dels FESEM és la utilitzacié de
detectors in lens, que abans hem especificat.

Per poder procedir amb la caracteritzacié mitjancant la tecnica FESEM, les

mostres s'han de preparar d'avantma.

En primer lloc, es retallen prismes menuts de cadascun dels scaffolds,
objecte d'estudi, evitant danyar la morfologia d'aquests. Cal col-locar la mostra al
talé mitjangant 1'ds de carb6 conductor, metall adhesiu o cinta de carboni. Ens hem
d'assegurar que la superficie de la mostra a analitzar es troba en bon contacte amb

el talo.

No cal oblidar la utilitzacié de pinces per tal que no hi haja contaminaci6 de

la mostra.

Per ultim hi ha que col-locar el tal6é correctament al suport de la mostra,
utilitzant la clau hexagonal de 1,5 mm per estrényer el cargol del portaobjectes.

Figura 33: Procés de col-locacio de les mostres en el tald i aquest en el portaobjectes.
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7. REPRESENTACIO I ANALISI DELS RESULTATS.
7.1. Estudi d’absorcié d’aigua

L’estudi d’absorci6 d’aigua dinamic dels films entrecreuats de gelatina s’han
dut a terme amb 3 fraccions de cada un dels films: G-GP0,5% , G-GP07% I G-
GP0,9% amb la finalitat d’estudiar el comportament de la gelatina en el grau en

que s’entrecreua front a I'aigua.

La figura 34 representa de manera logaritmica l'evolucié del grau
d’'inflament amb el temps. Encara que inicialment el film de gelatina amb 0,7% de
genipina mostre un grau d’inflat un 7% major que el que mostra el film menys
entrecreuat. Rapidament s’observa que la quantitat d’aigua que absorbeix el menys

entrecreuat és major i es produeix amb més velocitat.

A partir de 16h (1000min) les mostres mostren que arriben a una situacié
d’equilibri les quals no admeten més aigua. A la grafica logaritmica es pot observar
com eixe equilibri amb xicotetes diferéncies s’observa en la suavitat de la corba i,
per tant, es pot veure que la ultima mostra analitzada que arriba a la situacié
d’equilibri és la més entrecreuada i, gradualment, la menys entrecreuada presenta
una corba més suau amb el punt anterior a I'equilibri més proxim al d’aquesta

situacié en el mateix periode de temps.
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Figura 34: Percentatge d’inflat en els films de gelatina entrecreuats amb genipina
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El fet més significatiu que presenta aquesta grafica és la quantitat d’aigua
que cada mostra es capag d’absorbir i es veu una xicoteta diferencia entre els tres
films, el que indica que la quantitat d’entrecreuador si que afecta en I'absorci6é que
té la gelatina. La mostra més entrecreuada (0,9% w/w de genipina) absorbeix
menys aigua amb una diferencia del 7% amb la seglient menys entrecreuada
(0,7% w/w genipina) i aquesta presenta una absorcié molt semblant a la mostra

amb 0,5% w/w de genipina.

Observant la pendent de la corba, al comencament també s’aprecia la
influencia de la genipina en els films ja que la mostra que té menor presencia
d’aquesta té una pendent molt més pronunciada, el que significa que la velocitat
inicial d’absorci6 d’aigua és major encara que a I'equilibri arriben més o menys al

mateix temps amb una xicoteta diferencia gradual, com ja hem comentat abans.

7.2. Calorimetria diferencial d’agranat (DSC)

S’ha utilitzat la tecnica de calorimetria diferencial d’agranat per analitzar
els diversos fenomens que experimenten els materials que s’han estudiat amb els

programes térmics comentats anteriorment.

Primerament, estudiarem la influéncia que representa la preséncia de
I'entrecreuador en la temperatura de desnaturalitzacié dels films de gelatina

preparats amb aigua.

En segon lloc, s’ha estudiat com interactuen els materials (PLLA i gelatina)
en mesclar-se i si hi ha diferencia entre aquestes mescles quan es produeixen de
manera bidimensional (films) i tridimensional (scaffolds), ja que s’obtenen a traveés

de diversos meétodes.

A la figura 35 podem apreciar els pics de la temperatura de
desnaturalitzacié6 (Tq = 1252C ) de la gelatina remarcats amb un cercle verd.
S’observa que, a mesura que augmenta el percentatge de genipina present en la
mescla, la temperatura de desnaturalitzacié disminueix. Per tant, observem que el

grau d’entrecreuament si que afecta al comportament del material.

També s’observa una disminucié molt important de l'area del pic de
desnaturalitzaci6 de la gelatina pura a l'entrecreuada i aquesta continua

disminuint, a mesura que aquest entrecreuament és major. Aixo implica una
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disminucié en la entalpia d’aquesta desnaturalitzaci6, el queé significa que les

cadenes de gelatina estan més unides i que el desordre de les particules és menor.

A- GELATIN

B- GELATIN + GENIPIN 0,5%
C- GELATIN + GENIPIN 0,7%
D- GELATIN + GENIPIN 0,9%

0.25J/g-K

30 80 130
T (°C)

Figura 35: Grafica DSC de I'escalfament dels films de gelatina i gelatina entrecreuats amb
genipina
Aleshores, a les corbes de DSC per a un estudi de gelatina, s’observa un pic
endotermic associat a la transicié de desnaturalitzaci6 de I'estructura en espiral de
la gelatina (col-lagen). A més, la preséncia d'un agent entrecreuador (genipina)

indueix a un decreixement de I'entalpia de desnaturalitzacio.

A la figura 36 es pot observar un comportament diferent en la temperatura
de desnaturalitzacié de la gelatina, el qual es deu al fet d’haver estat preparat amb
un solvent diferent (DMSO en compte d’aigua). A aquesta conclusié s’arriba també

observant les corbes DSC dels scaffolds que contenen gelatina en la figura 38.
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A- PLLA100%

B- G/PLLA 50/50

C- G/PLLA 80/20

D- G/GP 0,5%

25J/g-K
exoter
B
C
D
-50 0 50 100 150 200

T (°C)
Figura 36: Grafica DSC de I'escalfament dels films de gelatina entrecreuada, mescles i PLLA

A la figura 36 podem observar els pics que es produeixen al voltant dels
125-1509C en les corbes A, B i C (cercle taronja). Aquests pics corresponen a la
fusio dels cristalls que hi ha presents en el PLLA, ja que aquestes corbes son les de

les mostres que contenen aquest material semicristal-li.

A través del calcul de 'area que engloba aquest pic es pot calcular en quin
grau de cristal-linitat obtenim el PLLA després de la preparaci6 dels films o dels
scaffolds. En el cas dels films (figura 36) s’observa un decreixement en el pic de
fusio dels cristalls a mesura que disminueix la proporcié de PLLA present en el
film. Possiblement aquesta disminuci6 solament siga conseqiieéncia de la menor
quantitat de material que hi ha en les mescles (B i C). També s’observa que
aquesta tendeéncia va acompanyada d'una disminucié en la temperatura on es

produeix la fusié. Aixo podria indicar tamanys de cristalls de PLLA menors, és a dir,
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la potencia de les cadenes de gelatina podria afectar a la cristal-linitzacié de les
cadenes de PLLA.

D’altra banda, sabem que hem de trobar una temperatura de transicié vitria
del polimer en l'escalfament. La transicié vitria afecta a I'estructura amorfa del
PLLA i, per tant, en el primer escalfament (figura 36) el PLLA encara es troba en un
estat semicristal-li i, per aquesta ra6, és necessari fer un segon escalfament, on els
cristalls ja estan fosos, per a detectar amb més claredat, on es troba, en els nostres
films i scaffolds de PLLA preparats amb dioxa i DMSO, la transici6 vitria (Tg),
esperada entre 60-65 2C segons caracteristiques del PLLA.

Tg PLLA

T=642%C| |t

/

T

50 55 60 65 70 75
Temperatura (2C)

Figura 37: Grafica DSC del segon escalfament del films de PLLA

Com podem veure en la figura 37 en aquest segon escalfament del film del
PLLA és més pronunciada aquesta transicid i es defineix la temperatura T a
64,29C.

Per ultim, després d’estudiar amb el mateix programa de calorimetria els
scaffolds que els films, observem que hem obtingut els mateixos resultats, encara
que amb els resultats extrets en les corbes de DSC dels scaffolds es veu millor
I'evoluci6 de la temperatura de desnaturalitzacié de la gelatina.

Com ja haviem comentat, s'observava un canvi de comportament de la
gelatina respecte del que haviem obtingut en els films preparats amb aigua, pero
que el pic de la desnaturalitzaci6 es mantenia sobre la mateixa temperatura
(Tq=1202C). En la figura 36 sembla que aquesta desnaturalitzaci6 es solape un poc
amb la temperatura de fusi6 de cristalls del PLLA del film de 80/20 gelatina/PLLA;
i que siga imperceptible en el film 50/50 gelatina/PLLA. En canvi, en les corbes de

les mescles en scaffolds, s’observa amb més claredat que, encara que el pic es
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suavitze a mesura que la gelatina estiga menys present, es produeix un Xxicotet
desplacament d’aquest pic a 'esquerre i que, a més, la forma del pic canvia un poc.
Aix0 pot ser a conseqiiencia que la presencia de dioxa en les mescles també
provoque un canvi de comportament de la gelatina com ho feia el DMSO respecte
de l'aigua i que, a més, canvie la temperatura a la qual aquest fenomen es produeix,

disminuint-la.

A- PLLA100%
B- G/PLLA 50/50
C- G/PLLA 80/20
D- G/GP 0,7% A
0.25J/g-K
exoter B
C
D
-50 (5 5‘0 160 léO 200

T (°C)

Figura 38: Grafica DSC de I'’escalfament dels scaffolds de gelatina entrecreuada, mescles i PLLA
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7.3. Termogravimetria (TGA)

La caracteritzacioé per termogravimetria ha estat utilitzada en aquest treball
per identificar la temperatura de degradacié de cada material estudiat (PLLA i
gelatina) i del comportament de la mescla en diverses concentracions. Per aixo,
s’han analitzat amb el programa de temperatures citat en ’apartat de tecniques de
caracteritzacié (6.3. Termogravimetria) els diferents films obtinguts: gelatina al
100% (figura 39), gelatina amb diverses concentracions de genipina ( 0,5% figura
40, 0,7% figura 411 0,9% figura 42), PLLA al 100% (figura 44) i mescles de gelatina
i PLLA en diverses proporcions (80/20 figura 451 50/50 figura 46).

En les grafiques de les figures ja nombrades podem trobar la corba TGA (%
de la perdua del pes) de color taronja i la de DTG (primera derivada del
percentatge del pes respecte de la temperatura) de color blau. Aquesta derivada
ens ajudara a localitzar amb major claredat el valor de la inflexi6 de la temperatura

de degradacié de les mostres en forma de pic.

Gelatina
100 - - 0.00E+00
90 1 - .5.00E-04
80 -
- -1.00E-03 __
70 - 2
60 A - -1.50E-03 g
X 4
> 50 - - -2.00E-03 o
& 3
40 1 - -2.50E-03 2
30 - o
. 3.008-03 ©
20 - —
10 | T = 3092C - -3.50E-03
0 . . . . -4.00E-03
50 250 450 650 850

Temperatura (2C)

Figura 39: Grafica corbes TGA i DTG de film de gelatina
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Figura 40: Grdfica corbes TGA i DTG de film de gelatina amb 0,5% (w/w) de genipina

Gelatina + GP 0,7%
100 - -0

90 - - -0.0005

80 - - -0.001
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Figura 41: Grdfica corbes TGA i DTG de film de gelatina amb 0,7% (w/w) de genipina
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Figura 42: Grdfica corbes TGA i DTG de film de gelatina amb 0,9% (w/w) de genipina

COMPARACIO CORBES TGA FILMS GELATINA
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Figura 43: Grafica de comparacio de caracteristiques que aporta el agent entrecreuador en les
corbes TGA dels films de gelatina amb genipina
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Com es pot observar en la figura 43 la degradacié dels films de gelatina es
troba entre les temperatures de 100 i 550 2C. El punt d’inflexié de la degradacié el
podem identificar gracies a la derivada de les corbes DSC, marcat amb morat a les
figures 39, 40, 41 i 42. Aquest punt es troba al voltant dels 3102C en totes les corbes
de DSC de la gelatina sense presentar canvis amb la presencia de genipina, ni
I'augment de la concentracié d’aquesta. Per tant, no s’aprecien diferencies
significatives quan s’afegeix 'entrecreuador, ni en l'interval ni en la posici6 del
punt d’inflexio, encara que a temperatures entre 50 i 250 2C la pendent de la
perdua de pes augmenta per a les mostres entrecreuades respecte de la gelatina
original, com bé s’indica en el detall de la figura 43.

PLLA
100 - - 0.01
90 - r 0

80 1 - -0.01
70 - =
- -0.02 O
S~
60 - &
< - -0.03 &
S 50 - &
& - -0.04 B
40 -
- -0.05 @
30 - a

20 | - -0.06

10 - T=3502C - -0.07

0 . . . . -0.08

50 250 450 650 850

Temperatura (2C)

Figura 44: Grafica corbes TGA i DTG de film de PLLA dissolt amb dioxa i DMSO al 50% de
cadascun.

D’altra banda, en la figura 44, on tenim la degradacié de film del PLLA al
100%, observem que el periode de perdua de pes es dona entre les temperatures
2501 3759C, és a dir, aquesta perdua de pes es produeix a la mateixa temperatura
que la dels films de gelatina per6 amb més rapidesa (en un interval menor
englobat pel de la gelatina). A més, el punt d’inflexi6 (cercle blau) es troba a 3502C,

molt proper al de la gelatina.

Una vegada es coneix el comportament dels dos materials per separat,

podem analitzar les corbes de les mescles esperant un resultat semblant al que
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s’ha obtingut, sempre i quan la mescla dels dos materials no implique un canvi en

'estructura d’aquests formant-ne dels dos una de nova.

A les figures 45 i 46, tal i com s’esperava, es presenta una perdua de pes
significativa des dels 1502C als 550°C, que és l'interval en el que es degrada la
gelatina, ja que aquest interval de degradacio es solapa amb el del PLLA. Aixi i tot,
si que s’observa que el punt d'inflexié de la perdua de pes varia des del que
presentava la gelatina de manera individual fins al que presentava el PLLA, i aquest

fet es produeix de manera proporcional a la conformitat de les mescles.

En la mescla on hi ha més quantitat de gelatina la temperatura del punt
d’inflexi6 esta al voltant del 3152C, un poc major a la de la gelatina. A més no
s’observa la perdua de pes velog¢ del PLLA ja que es solapa amb la de la gelatina, i
aquesta predomina. Aixi i tot, es veu una diferéncia respecte de la gelatina sola en
la figura 47.

En la mescla que conte el 50% de cada material la temperatura del punt
d’inflexi6 és de 3302C, un punt intermedi entre la del PLLA i la gelatina. En aquest
cas si que s’observa la presencia de la perdua velog¢ del PLLA encara que es trobe
en l'interval de la gelatina creant una corba intermedia a la dels dos materials per

separat (figura 47).
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Figura 45: Grafica corbes TGA i DTG de film de gelatina i PLLA amb proporcions 80/20

61



Preparacid i caracteritzacié d’scaffolds basats en acid poli-L-lactic i gelatina per a aplicacions d’enginyeria tissular

Treball Fi de Grau Enginyeria Mecanica Mar Martinez Tarrazona
G/PLLA 50/50
100 ~ - 0.02
90 -
0
80 -
70 - -0.02 @)
<
- 2
s ©0 - 004 5
P [}
& 50 - o
() [}
& 40 - -0.06 T
2
30 - - 008 8
20 -
- -0.1
10 1 T=3302C
O T T T T _0.12
50 250 450 650 850

Temperatura (2C)

Figura 46: Grafica corbes TGA i DTG de film de gelatina i PLLA amb proporcions 50/50
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Figura 47: Grafica de comparacio de les corbes TGA dels films de mescles respecte als
materials originals abans de ser mesclats.

Com ja havem comentat, la figura 47 compara les corbes dels materials per
separat amb les de les mescles. En el quadre roig esta marcat el interval de pérdues
i s'observa clarament que l'interval estret del PLLA queda solapat pel més ample
de la gelatina, i per tant les mescles es comporten com un pas intermedi entre els

dos.
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7.4. Espectroscopia infraroja per transformada de
Fourier (F-TIR)

Aquesta tecnica de caracteritzacid6 presenta els resultats de manera
qualitativa, el que significa que l'altura dels pics no indica un valor quantificable,
sols ho tenen valors en que els troben els pics que es donen en ella i que

signifiquen preséncia d’enllagos quimics o grups d’amides en el cas de la gelatina.

/\’ T S~
/\/\ —— GELATINA

N — GELATINA + GENIPINA 0.5

GELATINA + GENIPINA 0.7

—— GELATINA + GENIPINA 0.9

()

L L —TTT
I — [
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Figura 48: Grafica de comparacio de les espectres F-TIR dels films de gelatina amb genipina

En la figura 48 podem observar una comparacio entre els films de gelatina:
sense entrecreuar, entrecreuada amb 0.5%, amb 0.7% i amb 0.9% de genipina. En
les quatre corbes trobem presents els pics caracteristics de la gelatina, amb més
facilitat o menys de distingir-los, segons els espectres que ha pogut obtenir I'equip.
Els quatre espectres mostren les bandes caracteristiques de I'amida I, I'amida II i
I'amida III, en els intervals de nombres d’ona 1600-1700 cm-1, 1500-1550 cm? i
1200-1300cm1, respectivament. L’amida I és 'espectre de les vibracions de tensio
de 'amida C=0, 'amida II és I'’espectre de les vibracions de flexié de 'amida N-H i
I’amida III és I'espectre de les vibracions de flexié comuna en el pla dels enllagcos C-
N i N-H. Després es troben altres pics en nombres d’ona al voltant de 3310 i 3063
cm-1que representen la preséncia dels enllagos O-H i N-H.

Aquestes bandes estan marcades en la grafica mitjancant rectangles grocs i
en eixos nombres d’ona no s’observen diferencies significants respecte a la
presencia de genipina entre els espectres dels quatre films. Per tant, a partir de la
informaci6 de la espectroscopia infraroja no es poden traure conclusions respecte

al'efecte de '’entrecreuador.
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Figura 49: Grafica de comparacio dels espectre F-TIR dels films de mescles respecte als
materials originals abans de ser mesclats.

En la figura 49 podem observar els espectres dels films de gelatina
entrecreuada a un 0.7% de genipina, de mescles de gelatina i PLLA amb
proporcions 80/20 i 50/50, i de PLLA. Com ja hem comentat, els pics caracteristics
de les amides de la gelatina (3310 cm, 3063 cm'1, 1600-1700 cm-1, 1500-1550 cm-
11 1200-1300cm™1) es poden veure reflexats en els espectres de les mescles, pero
aquests es solapen en els pics caracteristics del PLLA, que es troben al voltant dels
1760 cm?, dels 1630 cm, dels 1450 cm, dels 1380 cm, dels 1180 cm?, dels
1090 cm-1, i dels 670 cm ! (representats amb rectangles de color blau).

Aixi i tot, en la mostra amb més quantitat de PLLA (G/PLLA 50/50)
s’observen els pics també caracteristics del PLLA als nombres d’ona 1840-2740

cml,

Els resultats F-TIR (espectroscopia) mostren que les mescles presenten

caracteristiques dels polimers inicials.
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7.5. Lupa binocular

La caracteritzacié mitjangant la lupa binocular en aquest treball ha sigut de
gran ajuda per observar i entendre quina és la macroestructura dels scaffolds que
creen les plantilles d’alcohol polivinilic una vegada es dissolen. Per a capturar
aquestes imatges em gastat un fons taronja ja que els nostres scaffolds generalment
son de color blau per el efecte de la gelatina i per a obtenir una imatge més clara
del que volguérem observar necessitavem utilitzar el color complementari a la

mostra.

En primer lloc es van captar unes imatges de les seccions dels scaffolds de
gelatina entrecreuada en 0,7% i en 0,9% de genipina (figures 50 i 51). L'estudi
visual es va basar en comparar I'estat en que es trobaven els porus en un medi
aquos i en estat sec. Com podem veure en les imatges de les figures 50 i 51 a
I'esquerre tenim les plantilles en medi aquds i en aquest estat els porus tenen un
tamany mitja d’'un mil-limetre; i a la dreta s’observen porus en forma d’ovals que
indiquen un xicotet col-lapse dels porus, a més de presentar una reduccié de
tamany del 50% ja queé el diametre major d’aquests ovals es pot mesurar al voltant

de mig mil-limetre.

Entre els scaffolds en diverses concentracions de genipina no s’observa
canvi en el tamany de estructura 3D seca encara que en la aquosa si que s’aprecia
un xicotet augment en la de 0,7% de genipina respecte de la de 0,9% perque
aquesta ha absorbit menys aigua. A més, també es pot fer referencia a que I'scaffold
amb una concentracié del 0,5% de genipina, quan es va posar a 60°C en agitacio
amb aigua per a dissoldre el PVA, es va desfer, el que implica que en una estructura
tan porosa, un 0,5% de genipina no és suficient per a mantenir un entrecreuament

estable de la gelatina.

Figura 50: Vista de la seccio del scaffold de gelatina amb un 0,7% de genipina en medi aquos
(esquerre) i en estat sec (dreta)
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Figura 51: Vista de la seccio del scaffold de gelatina amb un 0,9% de genipina en medi aquos
(esquerre) i en estat sec (dreta)

En segon lloc es van captar imatges de les parts inferiors, les parts superiors
i les seccions dels scaffolds de gelatina entrecreuada en un 0,7% de genipina
(figura 52), de PLLA dissolt en dioxa i DMSO(figura 53), i de les mescles
aconseguides amb proporcions 80/20 i 50/50 (figures 54 i 55). Aquesta vegada els
talls de la secci6 dels scaffolds es van fer de manera criogenica (congelant-los amb
nitrogen liquid i tallant-los de manera rapida i concisa) per aconseguir un tall net
dels porus sense que aquests es vegen esclafats pel pas de la fulleta al tallar

aquesta estructura tan fragil.

Figura 52: Vista de la part inferior (esquerre), de la seccid (centre) i la part superior (dreta) del
scaffold de gelatina amb 0,7% de genipina.

Com podem observar en la imatge de la secci6 de la figura 52, el tamany de
porus esta al voltant de 1Imm. En la imatge de la part inferior es pot calcular
visualment un espai entre filaments de quasi 1mm. Per tant, encara que hem
obtingut un scaffold dilatat, guarda les proporcions poroses que s’havien dissenyat
en la plantilla de PVA. Pel que fa referéncia a la part superior del scaffold, s’observa
una superficie irregular sense porus regulars i aixo s’ha donat per que en el
moment d’omplir les plantilles de PVA hi va haver excés de material i, per tant, es
va crear una capa, que si mitjancant la imatge de la secci6 no haguérem pogut
obtenir una definici6 grafica del porus, haguera sigut necessari llevar aquesta capa

i prendre una altra imatge del porus des de la perspectiva superior.
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Figura 53: Vista de la part inferior (esquerre), de la seccio (centre) i la part superior (dreta) del
scaffold de PLLA.

En la figura 53 podem visualitzar les imatges extretes del scaffold de PLLA
obtingut mitjancant una dissolucié de DMSO i dioxa. La captura de la seccié al igual
que la de la part superior no aporta una visié del porus obtingut, perd en una visié
de les tres imatges basant-se en la de la part inferior observem que hem obtingut
un porus de mes o menys 0,3mm i un espai entre filaments de eixa magnitud. El

que implica que no ha absorbit ningun solvent que no féra el que es va utilitzar per

la seua preparacié.

Figura 54: Vista de la part inferior (esquerre), de la seccid (centre) i la part superior (dreta) del
scaffold de gelatina i PLLA en proporcio 80/20.

En la figura 54 es presenten les imatges extretes del scaffold de la mescla
amb més quantitat de gelatina. S’'observa que hi ha diferencia entre les estructures
ja visualitzades i que, en ser una composici6é en alt grau de gelatina, el scaffold
continua en estat eixamplat després de l'extraccié de l'aigua pero el tamany de
porus és menor que el que trobavem en la gelatina de manera individual, per tant
es nota la presencia de PLLA. Aquesta presencia també es fa notoria en el color ja
que semblen produir-se zones on el blau es més blanquinds, el queé ens fa pensar
que la mescla no és una mescla miscible al 100% i, per tant, no es homogenia. El
que si s’aprecia, pel que fa referencia a rigidesa i estabilitat, que el PLLA ha aportat
major solidesa a la mostra i aquesta posseeix millors propietats mecaniques per al

camp on volem fer-la util.

Quant a caracteristiques apreciables visualment en la part superior es
poden veure els filaments superficials que es produeixen a raé de la freeze

extraction dels solvents. En la seccid, els porus es poden apreciar amb una forma
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ovalada, el que implica que I’scaffold ha col-lapsat un poc en el secat. I en la part

inferior, es veuen clarament els canals i porus que existeixen a I’scaffold respectant

els negatius de la plantilla de PVA.

Figura 55: Vista de la part inferior (esquerre), de la seccio (centre) i la part superior (dreta) del
scaffold de gelatina i PLLA en proporcié 50/50.

En el cas dels scaffolds amb la mateixa concentraci6 de gelatina que de PLLA
(figura 55) s’observa amb més claredat que la mescla de materials no es miscible i
es presenten els dos dissolts en agregats amb major concentracié d’'un que d’altre
(diferencia d’intensitat de blaus causat per la quantitat de PLLA que ha aconseguit
unir-se amb la gelatina). A més, encara que aconseguim un scaffold més compacte
perque ha absorbit menys aigua en la dissoluci6 del PVA (el tamany de porus i els
filaments de materials s6n de diametres menors), és menys rigid i més fragil a

desintegrar-se amb el contacte amb ell.

Com es pot apreciar en la part superior apareixen clavilles molt importants
causades per la freeze extraction, que encara que en medi aquds sén menys
perceptibles i no semblen ruptures de I'estructura, formen una zona de filaments

més fragils i amb més perill de trencar-se.

7.6. Microscopia electronica d’emissié de camp

(FESEM)

Mitjangant la microscopia electronica d’emissié de camp s’ha realitzat
I'analisi morfologica dels diversos scaffolds fabricats. Aquesta tecnologia ens va
permetre comparar les microestructures que es produien en aquestos suports a

causa del la freeze extraction, estructura que no hem pogut observar amb la lupa.

Es van disposar en els talons aptes per al portaobjectes de I'equip del
FESEM, xicotets quadradets dels scaffolds, de manera que, de cada mostra hi havia

una vista superior, una vista inferior i una vista de seccié.
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En les vistes superiors (figures 56 i, 57), a causa de la capa que es formava
per excés de material a 'omplir les plantilles, va causar que a penes poguérem

observar alguna estructura microporosa oberta.

“.

Figura 56: Vista superior dels scaffolds de gelatina amb un 0,7% de genipina (esquerre) i de
PLLA preparat amb dioxa i DMSO (dreta)

Figura 57: Vista superior dels scaffolds de gelatina/PLLA 80/20 (esquerre) i de gelatina/PLLA
50/50 (dreta)

El que si que observem és I’estructura laminosa que forma la gelatina i que,
a causa de la freeze extraction, apareixen com Xicotets craters, en els quals les
parets s’han format a través de l'absorcié del dissolvent que es troba dintre la
gelatina, produint aquesta forma. En la imatge de la mescla en proporcions 80/20,
continua observant-se eixa formacid, pero a la de 50/50, s’han de fer més
augments per a poder veure la intenci6 de la gelatina de crear eixes lamines, pero
per estar unida amb el PLLA, aquest li posa dificultats. Aixi i tot, si que podem

observar eixes parets dels craters.

Pel que fa al PLLA, s’observa molt millor la preséencia de porus xicotets en la
vista superior, encara i trobar els macroporus tapats per I'excés de material. I, com
ja hem comentat, la preséncia d’aquest material més estable fa que en les mescles,

la capacitat de produir lamines de la gelatina, actue amb més complicacions.
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En les vistes inferiors dels scaffolds (figures 58 i 59), es poden veure millor

els microporus que hem comentat i I'estructura laminar que té la gelatina.

~&g

Figura 58: Vista inferior dels scaffolds de gelatina amb un 0,7% de genipina (esquerre) i de
PLLA preparat amb dioxa i DMSO (dreta)

Figura 59: Vista de la superior dels scaffolds de gelatina/PLLA 80/20 (esquerre) i de
gelatina/PLLA 50/50 (dreta)

En les vistes de la secci6 transversal dels scaffolds (figures 60, 61, 62 i 63),
trobem una millor descripcié d’allo que esta produint-se en els scaffolds. Podem
veure clarament les lamines de la gelatina i com aquestes van crear Xicotetes
concentracions de gelatina amb PLLA en les mescles, que tendeixen a produir una

lamina pero que com a causa de la preséncia de PLLA no arriba a produir-se.

En aquest cas com la major informacié de la morfologia dels scaffolds es pot
observar en la vista de la secci6, cada figura sera d’'una mostra. A 'esquerre es
trobara una imatge amb més perspectiva i a la dreta una imatge molt més
augmentada, com podem veure en la franja negra, creada automaticament per

I'equip de FESEM, que hi ha al peu de la foto.
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Figura 63: Vista de la seccio dels scaffolds de gelatina amb PLLA en proporcions 50/50.
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8. CONCLUSIONS

Per dur a terme aquest treball es va trobar necessaria la preparacido de diverses
dissolucions de gelatina entrecreuada per veure en quin grau minim d’entrecreuament era
possible construir una estructura macroporosa amb gelatina sense que aquesta es dissolguera
quan s’extreia el material porogen amb aigua. Es van preparar dissolucions amb molt poca
diferéncia de quantitat d’entrecreuador (genipina) per obtenir films: 0,5%, 0,7% i 0,9% del pes
de la genipina en el pes de la gelatina en pols. Es va estudiar la quantitat d’aigua que cada
mostra era capag¢ d’absorbir i es van caracteritzar els films amb les diferents técniques (DSC,
TGA, F-TIR, lupa). Observant que les caracteristiques es mantenien quasi constants excepte en
I’estudi d’absorcio, es va decidir elegir la dissolucié mitjana entre la menor i la major, ja que en
aquest estudi, el film de 0,7% de gelatina va mostrar la mateixa absorcié que el de 0,5%. A
més, després, en la obtencié d’scaffolds de totes aquestes dissolucions, I'error de pesat que
poguera haver en la preparacié de la dissolucié podria haver causat la dissolucié total de
I'scaffold. Per tant, per assegurar un entrecreuament estable i minim es va elegir per a la

preparacid de les mescles una dissolucié amb un 0,7% de genipina.

D’altra banda, I'objectiu final de la investigacio era crear estructures poroses amb acid
poli-L-Lactic i gelatina, haviem de trobar un solvent comu. Dels dissolvents possibles, el que
millor resultat podia oferir suposava una despesa massa gran, aleshores es va estudiar si altres
solvents podrien preparar les dissolucions dels materials per separat. Es van estudiar dos
solvents: dimetil sulfoxid (DMSO) i dimetil formamida (DMF). EI DMSO dissolia la gelatina
totalment, pero el PLLA parcialment; en canvi el DMF dissolia el PLLA, perd no dissolia la
gelatina. Com que teniem un dissolvent capac¢ de dissoldre el PLLA (dioxa) es va procedir a

preparar dissolucions de PLLA amb dioxa i DMSO per aconseguir la dissolucié total del PLLA.

Les mescles que es van poder aconseguir amb les dissolucions de gelatina amb DMSO,
junt amb les dissolucions de PLLA amb 50% de dioxa i 50% de DMSO, van ser en proporcions
80/20i 50/50, respectivament (gelatina/PLLA). Es va executar d’aquesta manera per tal que no

precipitara la gelatina a causa del dioxa.

Per caracteritzar les propietats d’aquestes mescles es van obtenir films i scaffolds. La
caracteritzacio es va fer amb programes térmics de calorimetria diferencial d’agranat (DSC),
termogravimetria (TGA) i analisis d’espectroscopia infraroja per transformada de Fourier (F-
TIR). Les propietats morfologiques es van fer amb la lupa binocular i amb el microscopi
electronic FESEM per a poder estudiar la estructura macroporosa produida pel porogen, i la

estructura microporosa produida per la freeze extraction.

Per a I'obtencié dels scaffolds es van escollir plantilles de PVA que es podien dissoldre
amb aigua i que ens aportaven un tamany de porus major a 250um. Aquestes plantilles s’han

obtingut amb impressié 3D. | per tal que en els seus canals es poguera introduir sense
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problemes la dissolucié de les mescles, es van preparar les dissolucions a un 8% del pes dels

materials en el pes de la dissolucid final amb els solvents.

Una vegada obtinguts els resultats de les caracteritzacions dels films i els scaffolds vam
comprovar que el PLLA i la gelatina produeixen mescles immiscibles. Mitjangant els estudis
calorimeétrics, observem com a les mescles, els materials originals, mantenen les seues
caracteristiques, a l'igual que en I'estudi de termogravimetria, les mescles es veuen afectades
per la degradacié dels materials per separat perd no es veu un comportament diferent en la
mescla. Pel que fa referencia a la espectroscopia infraroja en les mescles, s’observaven pics
caracteristics dels dos materials perd no es produien nous enllagos atomics. Quant als estudis
morfologics, s’observa en la lupa, mitjancant la intensitat de colors en els scaffolds, que no es
homogeni, i en el microscopi electronic d’emissié de camp (FESEM) en les mescles, s’aprecien

apilotaments dels dos materials.

Algunes de les possibles millores que es poden detectar en I'elaboracié d’aquest
treball seria investigar perqué el DMF que apareixia com a solvent comu, no va aconseguir
dissoldre la gelatina, o si hi haguera algun solvent comu diferent que poquera complir els
requisits economics de viabilitat. Aixi, si es poguera trobar un dissolvent que no precipitara la
gelatina, es podrien preparar mescles en proporcions 20/80 (gelatina/PLLA) que aportarien

una estructura mecanicament més favorable per a la regeneracié oOssia.

Encara que els scaffolds necessitarien una millora per aconseguir una estructura
mecanicament més favorable, els scaffolds obtinguts presenten la morfologia que es buscava:
els porus majors de 250um i una altra interconnexié entre porus. Aixo afavoreix la invasio

cel-lular de I'scaffold i promou la seua vascularitzacié.

73



Preparacid i caracteritzacié d’scaffolds basats en acid poli-L-lactic i gelatina per a aplicacions d’enginyeria tissular

Treball Fi de Grau Enginyeria Mecanica Mar Martinez Tarrazona

PLEC DE CONDICIONS
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En aquest document es fa referéncia a les condicions en les quals s’ha dut a
terme el Treball Fi de Grau recollint la normativa legal i tecnica que s’ha de seguir
en la realitzaci6 dels assajos, incloent aci les fitxes técniques de seguretat dels
materials i les especificacions tecniques dels equips usats per a la preparacio i
caracteritzaci6 dels materials i scaffolds. A més s’inclouen les pautes d’higiene i
seguretat que s’han de portar a terme en els laboratoris del Centre de Biomaterials

i Enginyeria Tissular (CBIT).

1. CONDICIONS I NORMES DE CARACTER GENERAL

El present document té com objectiu definir les condicions facultatives,
tecniques, legals i administratives necessaries per a la realitzacio del treball fi de

grau.

En qualsevol tipus de projecte deuen estar incloses les normes de caracter
general i d'obligat compliment per tal de protegir al promotor i a l'autor del

projecte. Podem distingir dos apartats: condicions facultatives i economiques.
1.1. Condicions generals facultatives

El director del projecte esta subjecte a la reglamentacié de la Universitat
Politecnica de Valencia (UPV) i de I'Escola Tecnica Superior d’Enginyeria del
Disseny, especialment aquella que es aplicable a la direccié de Treballs Fi de Grau.
Aquest actua com a promotor i ho fa en representacié del centre on s’han dut a
terme els estudis, en aquest cas en representacié del Centre de Biomaterials i

Enginyeria Tissular (CBIT).

El promotor d’aquest projecte té la facultat de supervisar; canviar les
especificacions del projecte sense que aix0 supose l'alteraci6 de les normes; i
modificar el treball realitzat en el projecte, aixi com d’autoritzar la seua entrega als

organs d’avaluacié de I'Escola.

D’altra banda, les obligacions del projectista es basen en el compliment de

les segiients pautes:

e Seguir les normes de 'Escola Tecnica Superior d’Enginyeria del Disseny

i les del Centre de Biomaterials i Enginyeria Tissular.

e Complir la normativa vigent de 1'Escola Tecnica Superior d’Enginyeria
del Disseny i de la Universitat Politecnica de Valéncia respecte a la

realitzaci6 del Treball Fi de Grau.
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e Complir la legislacié vigent.

e Informar periodicament al promotor del estat en que es troba el

projecte
e Respectar els drets d’autor.

e Proposar solucions alternatives als problemes que es plantegen i
consultar qualsevol modificaci6 de les especificacions inicials al

promotor.
e Actuar baix les indicacions del director del projecte.
A més el projectista posseeix els drets segiients:
e Ser informat per el promotor dels drets legals sobre el projecte

e Disposar d’equips i materials necessaris per a la realitzacié del projecte

i els seus assajos.
e Disposar de les especificacions dels equips i materials utilitzats.

e Rebre solucio als problemes técnics que es donen durant la execucio del

projecte, sempre que no es puguen vincular a un mal Us dels equips.

1.2. Condicions generals economiques

El pressupost del projecte s’assumeix pel centre on s’ha dut a terme el
projecte i es realitzara prenent els preus actualitzats dels materials i salaris
corresponents a beques que corresponen al personal investigador. En el cas dels
equips es fara un estudi de I'amortitzacié que se li donen en funcié del preu

d’adquisicio d’aquestos.

Al tractar-se d'un Treball Fi de Grau el projectista no rebra cap honorari.
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2. FITXES DE SEGURETAT DELS REACTIUS

Les fitxes técniques i de seguretat dels reactius i materials usats les hem

obtés a través dels proveidors.

2.1. Poliacid-L-lactic (PLLA)

(¥ NatureWorks®

NatureWorks~ PLA Polymer 4042D
Biaxially Oriented Films - General Purpose

Processing Temperature Profile &

Film Characteristics

NatureWorks” PLA (polylactide) poly-
mer 4042D, a NatureWorks LLC
product can be converted into a biaxi-
ally oriented film with use
temperatures up to 265°F (130°C).
This film has excellent optics, good
machinability and excellent twist and
deadfold. Additional properties include
advantageous barrier to flavor and
grease and superior oil resistance.

Applications

These properties mentioned above
make 4042D film an ideal product for:

e Candy twistwrap

e Salad and Vegetable bags

e  Window Envelope film

e Lidding film

e Labelfim

e  Other packaging applications
Processing Information

PLA polymer is available in pellet
form. Drying prior to processing is
essential. The polymer is stable in the
molten state, provided that the extru-
sion and drying procedures

are followed.

Machine Configuration

PLA polymers will process on conven-
tional extruders using general purpose
screws with L/D ratios from 24:1 to
30:1 and compression ratio

of 2.5:1 to 3:1. Smooth barrels are
recommended. PLA resins will also
process on conventional cast tenter
equipment that has been designed for
OPS or OPET with minimal modifica-
tions. Optimization on specific
equipment may require

NatureWorks LLC technical support.

Process Details "

Startup and Shutdown

PLA polymer 4042D is not compatible
with a wide variety of polyolefin
resins, and special purging
sequences should be followed:

Melt Temperature 410 £15°F 210 +8°C
Feed Throat 113%F 45°C
Feed Temperature 355°F 180°C
Compression Section 375°F 190°C
Metering Section 390°F 200°C
Adapter 390°F 200°C
Die 390°F 200°C
Screw Speed 20-100 rpm

MD Draw Temp. 140-160°F 60-70°C
TD Draw Temp. 160-175°F 70-80°C
Heat Set Oven 250-285°F 120-140°C

(5) Processing guide for Biaxially oriented Films is available from NatureWorks LLC

1.Clean extruder and bring tem-
peratures to steady state with
low-viscosity, general-purpose
polystyrene or high MFR polypro-
pylene.

2.Vacuum out hopper system
to avoid contamination.

3.Introduce PLA polymer into
the extruder at the operating con-
ditions used in Step 1.

4.0nce PLA polymer has purged,
reduce barrel temperatures to de-
sired set points.

5. At shutdown, purge machine with
high-viscosity polystyrene or
polypropylene.

Drying

Typical Material & Application Properties el

In-line drying is required. A moisture
content of less than 0.025% (250ppm)
is recommended to

prevent viscosity degradation.

Typical drying conditions are 4 hours
at 175°F (80°C) or to a dew point of
-30°F (-35°C), with an airflow rate
greater than 0.5 cfm/lb (0.032 m*min
per kg) of resin throughput (1.85 m¥hr
kg resin). The resin should not be ex-
posed to atmospheric conditions after
drying. Keep the package sealed until
ready to use and promptly reseal any
unused material.

™ Detailed Purging recommenda-
tion available at
www.natureworkslic.com

Film Properties Value ASTM Method
Density 1.24 glcc D1505
Tensile Strength MD 16 kpsi (110.1 MPa) D882
D 21 kpsi (144.5 MPa) D882
Tensile Modulus MD 480 kpsi (3302 MPa) D882
D 560 kpsi (3852 MPa) D882
Elongation at Break MD 160% D882
D 100% D882
Elmendorf Tear MD 15 g/mil D1922
™ 13 g/mil D1922
Spencer Impact 2.5 joules
Transmission Rates Oxygen 550 cc-mil/m*/24 hr atm D1434
Carbon Dioxide 3,000 cc-mil/m*/24 hr atm  D1434
Water Vapor 325 g-mil/m?/24 hr atm E96
76pﬁc}l’bharaclenslics Haze 21% D1003
Gloss, 20° 90 D1003
Thermal Characteristics Glass Transition Temperature 125-136°F (52-58°C) D3418
Melting Point 302°F (150°C) D1003

@

.0, and CO,at 23°C; 50% RH; H,0 at 38°C 90% RH

Typical properties; not to be construed as specifications.

(4)

® All properties measured on 1.0 mil film.

Typical values for a film oriented 3.5x in MD and 5x in TD.
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NatureWorks PLA Polymer 4042D

Bulk Storage Recommendations

The resin silos recommended and
used by NatureWorks LLC are de-
signed to maintain dry air in the silo
and to be isolated from the outside air.
This design would be in contrast to an
open, vented to atmosphere system
that we understand to be a typical
polystyrene resin silo. Key features
that are added to a typical (example:
polystyrene) resin silo to achieve this
objective include a cyclone and rotary
valve loading system and some pres-
sure vessel relief valves. The dry air
put to the system is sized to the resin
flow rate out of the silo. Not too much
dry air would be needed and there
may be excess instrument air (-30°F
dew point) available in the plant to
meet the needs for dry air. Our esti-
mate is 10 scfm for a 20,000 Ib/hr rate
resin usage. Typically, resin manufac-
turers specify aluminum or stainless
steel silos for their own use and avoid
epoxy-lined steel.

*All NatureWorks LLC Product Stew-
ardship information including global
food contact compliance, global chemi-
cal registration, and other information
pertaining to this product can be found
in our product stewardship bulletin
(PROST-001). Our job is to maintain
an effective product stewardship pro-
gram to ensure that our customers
involved with our product receive suffi-
cient information and training to store,
use, and dispose of our product with
no harm to human health or the envi-
ronment. If you need further
information regarding the toxicology or
safe handling of our material please
feel free to give us a call

For additional information in the U.S. and Canada,
call toll-free 1-877-423-7659

In Europe, call 31-(0)35-699-1344

In Japan, call 81-33-285-0824

Safety and Handling Considerations

Material Safety Data (MSD) sheets for PLA polymers are
available from NatureWorks LLC. MSD sheets are
provided to help customers satisfy their own handling,
safety, and disposal needs, and those that may be
required by locally applicable health and safety
regulations, such as OSHA (U.S.A.), MAK (Germany), or
WHMIS (Canada). MSD sheets are updated regularly;
therefore, please request and review the most current
MSD sheets before handling or using any product.

The following comments apply only to PLA polymers;
additives and processing aids used in fabrication and
other materials used in finishing steps have their own
safe-use profile and must be investigated separately.

Hazards and Handling Precautions

PLA polymers have a very low degree of toxicity and,
under normal conditions of use, should pose no unusual
problems from incidental ingestion, or eye and skin
contact. However, caution is advised when handling,
storing, using, o disposing of these resins, and good

Mar Martinez Tarrazona

W NatureWorks®

Environmental Concerns

Generally speaking, lost pellets are not a problem in

the environment except under unusual circumstances.
when they enter the marine environment. They are
benign in terms of their physical environmental impact,
but if ingested by waterfowl or aquatic life, they may
mechanically cause adverse effects. Spills should be
minimized, and they should be cleaned up when they
happen. Plastics should not be discarded into the ocean
or any other body of water.

Product Stewardship
NatureWorks LLC has a fundamental duty to all those
that make and use our products, and for the environment
in which we live. This duty is the basis for our Product
Stewardship philosophy, by which we assess the health
and environmental information on our products and their
intended use, then take appropriate steps to protect the
environment and the health of our employees and the
public.

Customer Notice
Lc

of dusts are y for

safe handling of product. Workers should be protected
from the possibility of contact with molten resin during
fabrication. Handling and fabrication of resins can result
in the generation of vapors and dusts that may cause
irritation to eyes and the upper respiratory tract. In dusty
atmospheres, use an approved dust respirator. Pellets or
beads may present a slipping hazard. Good general
ventilation of the polymer processing area is

At the polymer
melt temperature (typically 170°C), polymer can release
fumes, which may contain fragments of the polymer,
creating a potential to irritate eyes and mucous
membranes. Good general ventilation should be sufficient

for most conditions. Local exhaust ventilation is recom-
mended for melt operations. Use safety glasses if there

is a potential for exposure to particles which could cause
mechanical injury to the eye. If vapor exposure causes.
eye discomfort, use a full-face respirator. No other
precautions other than clean, body-covering clothing
should be needed for handiing PLA polymers. Use gloves
with insulation for thermal protection when exposure to the
melt is localized.

Combustibility

PLA polymers will burn. Clear to white smoke is produced
when product burns. Toxic fumes are released under
conditions of incomplete combustion. Do not permit dust
to accumulate. Dust layers can be ignited by spontaneous
combustion o other ignition sources. When suspended

in air, dust can pose an explosion hazard. Firefighters
should wear positive-pressure, self-contained breathing
apparatuses and full protective equipment. Water or water
fog is the preferred extinguishing medium. Foam, alcohol-
resistant foam, carbon dioxide or dry chemicals may also
be used. Soak thoroughly with water to cool and prevent
re-ignition.

Disposal

DO NOT DUMP INTO ANY SEWERS, ON THE
GROUND, OR INTO ANY BODY OF WATER. For unused
or uncontaminated material, the preferred options include
recycling into the process or sending to an industrial
composting facility, if available; otherwise, send to an
incinerator or other thermal destruction device. For

used or contaminated material, the disposal options
remain the same, although additional evaluation is
required. (For example, in the U.S.A., see 40 CFR, Part
261, "Identification and Listing of Hazardous Waste.”) All
disposal methods must be in compliance with Federal,
State/Provincial, and local laws and regulations.

its and potential
users of its products to review their applications for such
products from the standpoint of human health and
environmental quality. To help ensure our products are
not used in ways for which they were not intended or
tested, our personnel will assist customers in dealing with
ecological and product safety considerations. Your sales
representative can arrange the proper contacts.
NatureWorks LLC literature, including Material Safety Data
sheets, should be consulted prior to the use of the
company’s products. These are available from your
NatureWorks LLC representative.

NOTICE: No freedom from any patent owned by Nature-
Works LLC or others is to be inferred. Because use
conditions and applicable laws may differ from one loca-
tion to another and may change with time, Customer is.
responsible for determining whether products and the
information in this document are appropriate for Cus-
tomer’s use and for ensuring that Customer’s

workplace and disposal practices are in compliance with
applicable laws and other governmental enactments.
NatureWorks LLC assumes no obligation or liability for the
information in

this document. NO WARRANTIES ARE GIVEN; ALL
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR
FITNESS FOR A PARTICULAR USE ARE EXPRESSLY
EXCLUDED.

NOTICE REGARDING PROHIBITED USE
RESTRICTIONS: NatureWorks does not recommend any
of its products, including samples, for use as: Components
of, or packaging for, tobacco products; Components of
products where the end product is intended for human or
animal consumption; In any application that is intended for
any internal contact with human body fluids or body
tissues; As a critical component in any medical device that
supports or sustains human life; In any product that is
designed specifically for ingestion or internal use by
pregnant women; and in any application designed specifi-
cally to promote or interfere with human reproduction.

15305 Minnetonka Blvd., Minnetonka, MN 55345

and the logo are

W NatureWorks"

Copyright © 2006 NatureWorks LLC
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2.2. Gelatina

SIGMA-ALDRICH

Enginyeria Mecanica

sigma-aldrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) No. 1907/2006
Version 5.3 Fecha de revision 28.06.2012
Fecha de impresion 19.11.2015

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O LA MEZCLA Y DE LA SOCIEDAD O LA EMPRESA
1.1 Identificadores del producto
Norbirs:del producto Gelatin, from porcine skin
Referencia : G2500
Marca : Sigma
No. CAS : 9000-70-8
1.2  Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados
Usos identificados Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
1.3  Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad
Compaiia Sigma-Aldrich Quimica, S.L.
Ronda de Poniente, 3
Aptdo.Correos 278
E-28760 TRES CANTOS -MADRID
Telefono : +34 916619977
Fax © +34 916619642
E-mail de contacto 1 eurtechserv@sial.com
1.4 Telefono de emergencia
Telefono de Urgencia 704100087
IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS
2.1  Clasificacion de la sustancia o de la mezcla
No es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008.
Esta sustancia no esta clasificada como peligrosa segtin la Directiva 67/548/CEE.
2.2  Elementos de la etiqueta
El producto no necesita ser etiquetado de acuerdo con las directivas de la Comunidad Europea o las
respectivas leyes nacionales.
2.3 Otros Peligros - ninguno(a)
COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES
3.1  Sustancias
PRIMEROS AUXILIOS
4.1  Descripcion de los primeros auxilios
Si es inhalado
Si aspiro, mueva la persona al aire fresco. Si ha parado de respirar, hacer la respiracion artificial.
En caso de contacto con la piel
Eliminar lavando con jabon y mucha agua.
En caso de contacto con los ojos
Lavarse abundantemente los ojos con agua como medida de precaucion.
Si es tragado
Nunca debe administrarse nada por la boca a una persona inconsciente. Enjuague la boca con agua.
Sigma - G2500 Pagina 1 de 6
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4.2  Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
Seguin nuestras informaciones, creemos que no se han investigado adecuadamente las propiedades
quimicas, fisicas y toxicologicas.
4.3 Indicacion de toda atencion medica y de los tratamientos especiales que deban dispensarse
inmediatamente
sin datos disponibles
5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS
5.1  Medios de extincion
Medios de extincion apropiados
Usar agua pulverizada, espuma resistente al alcohol, polvo seco o dioxido de carbono.
5.2 Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla
Se desconoce la naturaleza de los productos de la descomposicion.
5.3 Recomendaciones para el personal de lucha contra incendios
Si es necesario, usar equipo de respiracion autonomo para la lucha contra el fuego.
5.4  Otros datos
sin datos disponibles
MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL
6.1  Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia
Evite la formacion de polvo. Evitar respirar los vapores, la neblina o el gas.
6.2  Precauciones relativas al medio ambiente
No dejar que el producto entre en el sistema de alcantarillado.
6.3 Metodos y material de contencion y de limpieza
Limpiar y traspalar. Guardar en contenedores apropiados y cerrados para su eliminacion.
6.4 Referencia a otras secciones
Para eliminacion de desechos ver seccion 13.
7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO
7.1 Precauciones para una manipulacion segura
Debe disponer de extraccion adecuada en aquellos lugares en los que se forma polvo.
7.2  Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibilidades
Almacenar en un lugar fresco. Conservar el envase hermeticamente cerrado en un lugar seco y bien
ventilado.
Conservar en un lugar seco.
7.3  Usos especificos finales
sin datos disponibles
CONTROLES DE EXPOSICION/ PROTECCION INDIVIDUAL
8.1  Parametros de control
Componentes con valores limite ambientales de exposicion profesional.
No contiene sustancias con valores limites de exposicion profesional.
8.2 Controles de la exposicion
Controles tecnicos apropiados
Procedimiento general de higiene industrial.
Proteccion personal
Proteccion de los ojos/ la cara
Use equipo de proteccion para los ojos probado y aprobado segun las normas gubernamentales
correspondientes, tales como NIOSH (EE.UU.) o EN 166 (UE).
Sigma - G2500 Pagina 2 de 6
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Proteccion de la piel

Manipular con guantes. Los guantes deben ser controlados antes de la utilizacion. Utilice la
tecnica correcta de quitarse los guantes (sin tocar la superficie exterior del guante) para evitar el
contacto de la piel con este producto. Deseche los guantes contaminados despues de su uso, de
conformidad con las leyes aplicables y buenas practicas de laboratorio. Lavar y secar las manos.

Los guantes de proteccion seleccionados deben de cumplir con las especificaciones de la
Directiva de la UE 89/686/CEE y de la norma EN 374 derivado de ello.

Proteccion Corporal

Elegir la proteccion para el cuerpo seguin sus carateristicas, la concentracion y la cantidad de
sustancias peligrosas, y el lugar especifico de trabajo., El tipo de equipamiento de proteccion
debe ser elegido segun la concentracion y la cantidad de sustancia peligrosa al lugar especifico

de trabajo.

Proteccion respiratoria
Proteccion respiratoria no requerida. Donde la proteccion sea deseada Usar respiradores y

componenetes testados y aprovados bajo los estandards guvernamentales apropiados como
NIOSH (EEUU) o CEN (UE)

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

9.1 Informacion sobre propiedades fisicas y quimicas basicas

a) Aspecto Forma: polvo
Color: amarillo claro
b) Olor sin datos disponibles
c) Umbral olfativo sin datos disponibles
d) pH 4,0-7a66,7g/lla60°C
e) Punto de fusion/ punto  sin datos disponibles
de congelacion
f)  Punto inicial de sin datos disponibles
ebullicion e intervalo de
ebullicion
g) Punto de inflamacion sin datos disponibles
h) Tasa de evaporacion sin datos disponibles
i) Inflamabilidad (sclido, sin datos disponibles
gas)
j)  Inflamabilidad sin datos disponibles
superior/inferior o
Iimites explosivos
k) Presion de vapor sin datos disponibles
)  Densidad de vapor sin datos disponibles
m) Densidad relativa sin datos disponibles
n) Solubilidad en agua sin datos disponibles
o) Coeficiente de reparto  sin datos disponibles
n-octanol/agua
p) Temperatura de auto-  sin datos disponibles
inflamacion
q) Temperatura de sin datos disponibles
descomposicion
r) Viscosidad sin datos disponibles
s) Propiedades explosivas sin datos disponibles
t)  Propiedades sin datos disponibles
Sigma - G2500 Pagina 3 de 6
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comburentes

Otra informacion de seguridad
sin datos disponibles

10.
10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

Reactividad
sin datos disponibles

Estabilidad quimica
sin datos disponibles

Posibilidad de reacciones peligrosas
sin datos disponibles

Condiciones que deben evitarse
Su exposicion a la humedad puede afectar a la calidad del producto.

Materiales incompatibles
Agentes oxidantes fuertes

Productos de descomposicion peligrosos
Otros productos de descomposicion peligrosos - sin datos disponibles

11.
11.1

INFORMACION TOXICOLOGICA
Informacion sobre los efectos toxicologicos

Toxicidad aguda
sin datos disponibles

Corrosion o irritacion cutaneas
sin datos disponibles

Lesiones o irritacion ocular graves
sin datos disponibles

Sensibilizacion respiratoria o cutanea
sin datos disponibles

Mutagenicidad en celulas germinales
sin datos disponibles

Carcinogenicidad

IARC: No se identifica ninguin componente de este producto, que presente niveles mayores que o
igual a 0,1% como agente carcindgeno humano probable, posible o confirmado por la (IARC)
Agencia Internacional de Investigaciones sobre Carcinogenos.

Toxicidad para la reproduccion
sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposicion unica
sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposiciones repetidas
sin datos disponibles

Peligro de aspiracion
sin datos disponibles

Efectos potenciales sobre la salud

Inhalacion Puede ser nocivo si se inhala. Puede provocar una irritacion en el tracto
respiratorio.

Ingestion Puede ser nocivo si es tragado.

Piel Puede ser nocivo si es absorbido por la piel. Puede provocar una irritacion
de la piel.

Ojos Puede provocar una irritacion en los ojos.
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Segun nuestras informaciones, creemos que no se han investigado adecuadamente las propiedades

quimicas, fisicas y toxicologicas.

Informacion Adicional
RTECS: LX8580000

12. INFORMACION ECOLOGICA
12.1 Toxicidad
sin datos disponibles
12.2 Persistencia y degradabilidad
sin datos disponibles
12.3 Potencial de bioacumulacion
sin datos disponibles
12.4 Movilidad en el suelo
sin datos disponibles
12.5 Resultados de la valoracion PBT y mPmB
sin datos disponibles
12.6 Otros efectos adversos
sin datos disponibles
13. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION
13.1 Metodos para el tratamiento de residuos
Producto
Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables a una compania de vertidos acreditada.
Envases contaminados
Eliminar como producto no usado.
14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE
14.1  Numero ONU
ADR/RID: - IMDG: - IATA: -
14.2 Designacion oficial de transporte de las Naciones Unidas
ADR/RID: Mercancia no peligrosa
IMDG: Not dangerous goods
IATA: Not dangerous goods
14.3 Clase(s) de peligro para el transporte
ADR/RID: - IMDG: - IATA: -
14.4 Grupo embalaje
ADR/RID: - IMDG: - IATA: -
14.5 Peligros para el medio ambiente
ADR/RID: no IMDG Marine pollutant: no IATA: no
14.6 Precauciones particulares para los usuarios
sin datos disponibles
15. INFORMACION REGLAMENTARIA
La hoja tecnica de seguridad cumple con los requisitos de la Reglamento (CE) No. 1907/2006.
15.1 Reglamentacion y legislacion en materia de seguridad, salud y medio ambiente especificas para la
sustancia o la mezcla
sin datos disponibles
15.2 Evaluacion de la seguridad quimica
sin datos disponibles
Sigma - G2500 Pagina 5 de 6
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16. OTRAINFORMACION

Otros datos

Copyright 2012 Sigma-Aldrich Co. LLC. Se autoriza la reproduccion en numero ilimitado de copias para
uso exclusivamente interno.

La informacion indicada arriba se considera correcta pero no pretende ser exhaustiva y debera
utilizarse unicamente como orientacion. La informacion contenida en este documento esta basada en
el presente estado de nuestro conocimiento y es aplicable a las precauciones de seguridad apropiadas
para el producto. No representa ninguna garantia de las propiedades del producto. La Corporacion
Sigma-Aldrich y sus Companias Afiliadas, no responderan por ningun dano resultante de la
manipulacion o contacto con el producto indicado arriba. Dirijase a www.sigma-aldrich.com y/o a los
terminos y condiciones de venta en el reverso de la factura o de la nota de entrega.
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2.3. Genipin

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) No. 1907/2006
Version 4.1 Fecha de revision 05.07.2013
Fecha de impresion 19.11.2015

SECCION 1: Identificacion de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1.1

1.2

13

1.4

Identificadores del producto

Nombre del producto : Genipin

Referencia : GA4796

Marca : Sigma

REACH No. : Un ndmero de registro no esta disponible para esta sustancia, ya que la

sustancia o sus usos estdan exentos del registro, el tonelaje anual no
requiere registro o dicho registro estd previsto para una fecha posterior
No. CAS : 6902-77-8

Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados
Usos identificados . Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compaiiia : Sigma-Aldrich Quimica, S.L.
Ronda de Poniente, 3
Aptdo.Correos 278
E-28760 TRES CANTOS -MADRID

Telefono : +34916619977
Fax : +34 91 6619642
E-mail de contacto . eurtechserv@sial.com

Telefono de emergencia
Telefono de Urgencia ;704100087

SECCION 2: Identificacion de los peligros

2.1  Clasificacion de la sustancia o de la mezcla
Clasificacion de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008
Toxicidad aguda, Oral (Categorfa 3), H301
Irritacion ocular (Categorfa 2), H319
Para el texto integro de las Declaraciones-H mencionadas en esta seccion, vease la Seccion 16.
Clasificacion de acuerdo con las Directivas de la UE 67/548/CEE o 1999/45/CE
Xn Nocivo R22
El texto completo de las frases R mencionadas en esta Seccion, se indica en la Seccion 16.
2.2  Elementos de la etiqueta
Etiquetado de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008
Pictograma ‘
Palabra de advertencia Peligro
Indicacion(es) de peligro
H301 Toxico en caso de ingestion.
H319 Provoca irritacion ocular grave.
Declaracion(es) de prudencia
P301 + P310 EN CASO DE INGESTION: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un medico.
Sigma - G4796 Pagina1 de 7
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P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto
cuando esten presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el
lavado.

Declaracion Suplementaria del ninguno(a)
Peligro

Otros Peligros - ninguno(a)

SECCION 3: Composicion/informacion sobre los componentes

3.1

Sustancias
Sinonimos : Methyl (1S,2R,6S)-2-hydroxy-9-(hydroxymethyl)-3-oxabicyclo[4.3.0]nona-
4,8-diene-5-carboxylate
Formula : Cq1H1405
Peso molecular : 226,23 g/mol
No. CAS : 6902-77-8
Ingredientes peligrosos de acuerdo con el Reglamento (CE) N° 1272/2008
Componente [ Clasificacion | Concentracion
Genipin
<=100 %

No. CAS 6902-77-8 ‘ Acute Tox. 3; H301

Ingrediente peligroso segtin la Directiva 1999/45/CE

Componente [ Clasificacion [ Concentracion
Genipin
<=100 %

No. CAS 6902-77-8 ‘ Xn, R22

Para el texto completo de las frases de Riesgo y Seguridad mencionadas en esta Seccion, ver la Seccion
16

SECCION 4: Primeros auxilios

4.1

4.2

4.3

Descripcion de los primeros auxilios

Recomendaciones generales
Consultar a un médico. Mostrar esta ficha de seguridad al doctor que esté€ de servicio.

Si es inhalado
Si aspiro, mueva la persona al aire fresco. Si ha parado de respirar, hacer la respiracion artificial.
Consultar a un medico.

En caso de contacto con la piel

Eliminar lavando con jabon y mucha agua. Llevar al afectado en seguida a un hospital. Consultar a un
medico.

En caso de contacto con los ojos

Lavese a fondo con agua abundante durante 15 minutos por lo menos y consulte al medico.

Si es tragado
Nunca debe administrarse nada por la boca a una persona inconsciente. Enjuague la boca con agua.
Consultar a un médico.

Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
Los sintomas y efectos mas importantes conocidos se describen en la etiqueta (ver seccion 2.2) y/o enla
seccion 11

Indicacion de toda atencion medica y de los tratamientos especiales que deban dispensarse
inmediatamente
sin datos disponibles
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SECCION 5: Medidas de lucha contra incendios
5.1 Medios de extincion

Medios de extincion apropiados
Usar agua pulverizada, espuma resistente al alcohol, polvo seco o dioxido de carbono.

5.2 Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla
Oxidos de carbono

5.3 Recomendaciones para el personal de lucha contra incendios
Si es necesario, usar equipo de respiracion autonomo para la lucha contra el fuego.

5.4 Otros datos
sin datos disponibles

SECCION 6: Medidas en caso de vertido accidental

6.1  Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia
Usar proteccion respiratoria. Evite la formacion de polvo. Evitar respirar los vapores, la neblina o el gas.
Asegurese una ventilacion apropiada. Evacuar el personal a zonas seguras. Evitar respirar el polvo.
Equipo de proteccion individual, ver seccion 8.

6.2  Precauciones relativas al medio ambiente
Impedir nuevos escapes o derrames si puede hacerse sin riesgos. No dejar que el producto entre en el
sistema de alcantarillado.

6.3 Metodos y material de contencion y de limpieza
Recoger y preparar la eliminacion sin originar polvo. Limpiar y traspalar. Guardar en contenedores
apropiados y cerrados para su eliminacion.

6.4 Referencia a otras secciones
Para eliminacion de desechos ver seccion 13.

SECCION 7: Manipulacion y almacenamiento

7.1 Precauciones para una manipulacion segura
Evitese el contacto con los ojos y la piel. Evitese la formacion de polvo y aerosoles.
Debe disponer de extraccion adecuada en aquellos lugares en los que se forma polvo.Disposiciones
normales de proteccion preventivas de incendio.
Ver precauciones en la seccion 2.2

7.2  Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibilidades
Almacenar en un lugar fresco. Conservar el envase hermeticamente cerrado en un lugar seco y bien
ventilado.

7.3 Usos especificos finales
Aparte de los usos mencionados en la seccion 1.2 no se estipulan otros usos especificos

SECCION 8: Controles de exposicion/proteccion individual
8.1 Parametros de control

Componentes con valores limite ambientales de exposicion profesional.
No contiene sustancias con valores Iimites de exposicion profesional.

8.2 Controles de la exposicion

Controles tecnicos apropiados
Evitar el contacto con la piel, ojos y ropa. Lavense las manos antes de los descansos e inmediatamente
despuées de manipular la sustancia.

Proteccion personal

Proteccion de los ojos/ la cara

Caretas de proteccion y gafas de seguridad. Use equipo de proteccion para los ojos probado y
aprobado seguin las normas gubernamentales correspondientes, tales como NIOSH (EE.UU.) o
EN 166 (UE).
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Proteccion de la piel

Manipular con guantes. Los guantes deben ser inspeccionados antes de su uso. Utilice la técnica
correcta de quitarse los guantes (sin tocar la superficie exterior del guante) para evitar el contacto
de la piel con este producto. Deseche los guantes contaminados despu€s de su uso, de
conformidad con las leyes aplicables y buenas practicas de laboratorio. Lavar y secar las manos.

Los guantes de proteccion seleccionados deben de cumplir con las especificaciones de la
Directiva de la UE 89/686/CEE y de la norma EN 374 derivado de ello.

Proteccion Corporal

Traje de proteccion completo contra productos quimicos, El tipo de equipamiento de proteccion
debe ser elegido segun la concentracion y la cantidad de sustancia peligrosa al lugar especifico
de trabajo.

Proteccion respiratoria

Donde el asesoramiento de riesgo muestre que los respiradores purificadores de aire son
apropiados, usar un respuirador que cubra toda la cara tipo N99 (EEUU) o tipo P2 (EN 143) y
cartichos de respuesto para controles de ingieneria. Si el respirador es la unica proteccion, usar
un respirador suministrado que cubra toda la cara Usar respiradores y componenetes testados y
aprovados bajo los estandards guvernamentales apropiados como NIOSH (EEUU) o CEN (UE)

Control de exposicion ambiental
Impedir nuevos escapes o derrames si puede hacerse sin riesgos. No dejar que el producto entre

Mar Martinez Tarrazona

en el sistema de alcantarillado.

SECCION 9: Propiedades fisicas y quimicas

9.1 Informacion sobre propiedades fisicas y quimicas basicas

a)
b)
c)
d)
e)

f)

9
h)

)

k)
)

m

=

n)

0)
p)
Q)

r

Aspecto

Olor

Umbral olfativo
pH

Punto de fusion/ punto
de congelacion

Punto inicial de
ebullicion e intervalo de
ebullicion

Punto de inflamacion
Tasa de evaporacion

Inflamabilidad (solido,
gas)

Inflamabilidad
superior/inferior o
Iimites explosivos

Presion de vapor
Densidad de vapor
Densidad relativa
Solubilidad en agua

Coeficiente de reparto
n-octanol/agua

Temperatura de auto-
inflamacion

Temperatura de
descomposicion

Viscosidad

Sigma - G4796

Forma: sclido

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles
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s) Propiedades explosivas sin datos disponibles

t)  Propiedades sin datos disponibles
comburentes

Otra informacion de seguridad
sin datos disponibles

SECCION 10: Estabilidad y reactividad

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

Reactividad
sin datos disponibles

Estabilidad quimica
Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.

Posibilidad de reacciones peligrosas
sin datos disponibles

Condiciones que deben evitarse
sin datos disponibles

Materiales incompatibles
Agentes oxidantes fuertes

Productos de descomposicion peligrosos
Otros productos de descomposicion peligrosos - sin datos disponibles
En caso de incendio: véase seccion 5

SECCION 11: Informacion toxicologica

11.1

Informacion sobre los efectos toxicologicos

Toxicidad aguda
DL50 Oral - raton - 237 mg/kg

Corrosion o irritacion cutaneas
sin datos disponibles

Lesiones o irritacion ocular graves
sin datos disponibles

Sensibilizacion respiratoria o cutanea
sin datos disponibles

Mutagenicidad en celulas germinales
sin datos disponibles

Carcinogenicidad

IARC: No se identifica ninguin componente de este producto, que presente niveles mayores que o
igual a 0,1% como agente carcinogeno humano probable, posible o confirmado por la (IARC)
Agencia Internacional de Investigaciones sobre Carcinogenos.

Toxicidad para la reproduccion
sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposicion tinica
sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposiciones repetidas
sin datos disponibles

Peligro de aspiracion

sin datos disponibles

Informacion Adicional
RTECS: GY5828000

Seguin nuestras informaciones, creemos que no se han investigado adecuadamente las propiedades
quimicas, fisicas y toxicologicas.
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SECCION 12: Informacion ecologica

12.1 Toxicidad
sin datos disponibles

12.2 Persistencia y degradabilidad
sin datos disponibles

12.3 Potencial de bioacumulacion
sin datos disponibles

12.4 Movilidad en el suelo
sin datos disponibles

12.5 Resultados de la valoracion PBT y mPmB
La valoracion de PBT / mPmB no esta disponible ya que la evaluacicn de la seguridad quimica no es
necesaria / no se ha realizado

12.6 Otros efectos adversos

sin datos disponibles

SECCION 13: Consideraciones relativas a la eliminacion
13.1 Metodos para el tratamiento de residuos

Producto

Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables a una compania de vertidos acreditada. Para la
eliminacion de este producto, dirigirse a un servicio profesional autorizado. Disolver o mezclar el
producto con un solvente combustible y quemarlo en un incinerador apto para productos quimicos
provisto de postquemador y lavador.

Envases contaminados
Eliminar como producto no usado.

SECCION 14: Informacion relativa al transporte

14.1 Numero ONU
ADR/RID: 2811 IMDG: 2811 IATA: 2811

14.2 Designacion oficial de transporte de las Naciones Unidas
ADR/RID: SOLIDO ORGANICO TOXICO, N.E.P. (Genipin)
IMDG: TOXIC SOLID, ORGANIC, N.O.S. (Genipin)

IATA: Toxic solid, organic, n.o.s. (Genipin)
14.3 Clase(s) de peligro para el transporte

ADR/RID: 6.1 IMDG: 6.1 IATA: 6.1
14.4 Grupo embalaje

ADR/RID: Il IMDG: Il IATA: 1l
14.5 Peligros para el medio ambiente

ADR/RID: no IMDG Marine pollutant: no IATA: no

14.6 Precauciones particulares para los usuarios
sin datos disponibles

SECCION 15: Informacion reglamentaria

La hoja tecnica de seguridad cumple con los requisitos de la Reglamento (CE) No. 1907/2006.
15.1 Reglamentacion y legislacion en materia de seguridad, salud y medio ambiente especificas para la
sustancia o la mezcla

sin datos disponibles

15.2 Evaluacion de la seguridad quimica
Para este producto no se ha llevado a cabo una evaluacion de la seguridad quimica
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SECCION 16: Otra informacion

Texto integro de las Declaraciones-H referidas en las secciones 2 y 3.

Acute Tox. Toxicidad aguda
H301 Toxico en caso de ingestion.
H319 Provoca irritacion ocular grave.

El texto completo de las frases-R referidas en los puntos 2y 3

Xn Nocivo
R22 Nocivo por ingestion.
Otros datos

Copyright 2013 Sigma-Aldrich Co. LLC. Se autoriza la reproduccicn en numero ilimitado de copias para
uso exclusivamente interno.

La informacion indicada arriba se considera correcta pero no pretende ser exhaustiva y debera
utilizarse uinicamente como orientacion. La informacion contenida en este documento esta basada en
el presente estado de nuestro conocimiento y es aplicable a las precauciones de seguridad apropiadas
para el producto. No representa ninguna garantfa de las propiedades del producto. La Corporacion
Sigma-Aldrich y sus Companias Afiliadas, no responderan por ningtin dano resultante de la
manipulacion o contacto con el producto indicado arriba. Dirijase a www.sigma-aldrich.com y/o a los
terminos y condiciones de venta en el reverso de la factura o de la nota de entrega.
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2.4. Dioxa

Scfigflau

1,4-Dioxano, purisimo, estabilizado con 2,5
ppm de 2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT)

- Sinonimos: Glicoletiléter, 1,4-Dietilendiéxido, 1,4-Dioxaciclohexano
- C4H802

-M=88,11 g/mol

- CAS [123-91-1]

- EINECS-No.: 204-661-8

- Densidad: 1,03 g/cm3

- Solub. en agua: (20 °C): miscible

- Punto de fusion: 12 °C

- Punto de ebullicion: 101,5 °C

- Punto de inflamacién: 11 °C

- Temperatura de ignicion: 300 °C

- Presion de vapor: (20 °C) 41 hPa

- Constante dieléctrica: (25 °C) 2,2

- LD 50 (oral, rat): 5200 mg/kg

- EC-Index-No.: 603-024-00-5

-ADR:3F111UN 1165

-IMDG: 311 UN 1165

- IATA/ICAO: 311 UN 1165

- Palabra de advertencia-GHS: Peligro

- Frases H-GHS : H225 - H351 - H319 - H335 - EUH019 - EUH066
- Frases P-GHS: P210 - P241 - P303+P361+P353 - P305+P351+P338 - P405 - P501a
- Partida arancelaria: 2932 99 00 90

- Aplicaciones: solvents, analytical chemistry.

ESPECIFICACIONES
contenido (G.C.): min. 99 %

identidad (IR-spectrum): pasa test @ @ 0
densidad(20°/4°): 1,032 - 1,034

acidez : max. 0,001 meq/g

cobre (Cu): max. 0,00002 % 0

hierro (Fe): max. 0,00005 %

plomo (Pb): max. 0,00002 %

niquel (Ni): max. 0,00002 %

acetal (G.C.): max. 0,1 %

acetaldehido (G.C.): max. 0,01 %

compuestos carbonilicos (como HCHO): max. 0,1 %
peroxidos (como H202): max. 0,005 %

materia no volatil : max. 0,002 %

agua (K.F.): max. 0,1 %

Mar Martinez Tarrazona
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2.5. Dimetil sulfoxid (DMSO)

S(‘a"ﬁu
Dimetilsulfoxido, para sintesis

- Sinonimos: DMSO, Sulfinil bis(metano), Metilsulféxido, Metilsulfinilmetano
- C2H60S

-M=78,13 g/mol

- CAS [67-68-5]

- EINECS-No.: 200-664-3

- Densidad: 1,10 g/cm3

- Solub. en agua: (20 °C): miscible

- Punto de fusion: 18,5 °C

- Punto de ebullicion: (33 hPa) 85 - 87 °C

- Punto de inflamacion: 95 °C

- Temperatura de ignicion: 300 - 302 °C

- Presién de vapor: (20 °C) 0,6 hPa

- Indice de refraccion: (n 20 °C/D) 1,48

- LD 50 (oral, rat): 14500 mg/kg

- Palabra de advertencia-GHS: Atencion

- Frases H-GHS : H315 - H319

- Frases P-GHS: P280 - P305+P351+P338 - P321 - P362 - P332+P313 - P337+P313
- Partida arancelaria: 2930 90 99 99

- Aplicaciones: analytical chemistry, solvents, synthesis of organic products.

ESPECIFICACIONES

contenido (G.C.): min. 99,5 %
identidad (IR-spectrum): pasa test
densidad(20°/4°): 1,099 - 1,101
materia no volatil : max. 0,005 %
agua (K.F.): max. 0,1 %
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2.6. Alcohol polivinilic (PVA)

SIGMA-ALDRICH

Mar Martinez Tarrazona

sigma-aldrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) No. 1907/2006
Version 5.0 Fecha de revision 08.05.2012
Fecha de impresion 19.11.2015

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

1.1 Identificadores del producto
Nombre del producto

Poly(vinyl alcohol)

Referencia : 563900
Marca . Aldrich
No. CAS : 9002-89-5

1.2  Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados

Usos identificados

1.3  Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias

Compaiia Sigma-Aldrich Quimica, S.L.
Ronda de Poniente, 3
Aptdo.Correos 278
E-28760 TRES CANTOS -MADRID
Telefono +34 91 6619977

Fax . +34 916619642
E-mail de contacto . eurtechserv@sial.com

1.4 Telefono de emergencia

Telefono de Urgencia 704100087

IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

2.1 Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

No es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008.
Esta sustancia no esta clasificada como peligrosa segtin la Directiva 67/548/CEE.

2.2  Elementos de la etiqueta

El producto no necesita ser etiquetado de acuerdo con las directivas de la Comunidad Europea o las

respectivas leyes nacionales.

2.3 Otros Peligros - ninguno(a)

COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

3.1 Sustancias

PRIMEROS AUXILIOS
4.1  Descripcion de los primeros auxilios

Si es inhalado

Si aspiro, mueva la persona al aire fresco. Si ha parado de respirar, hacer la respiracion artificial.

En caso de contacto con la piel
Eliminar lavando con jabon y mucha agua.

En caso de contacto con los ojos

Lavarse abundantemente los ojos con agua como medida de precaucion.

Si es tragado

Nunca debe administrarse nada por la boca a una persona inconsciente. Enjuague la boca con agua.

Aldrich - 563900
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Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
Segun nuestras informaciones, creemos que no se han investigado adecuadamente las propiedades
quimicas, fisicas y toxicologicas.

Indicacion de toda atencion medica y de los tratamientos especiales que deban dispensarse
inmediatamente
sin datos disponibles

5.2

5.3

5.4

MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS
Medios de extincion

Medios de extincion apropiados
Usar agua pulverizada, espuma resistente al alcohol, polvo seco o dioxido de carbono.

Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla
Oxidos de carbono

Recomendaciones para el personal de lucha contra incendios
Si es necesario, usar equipo de respiracion autonomo para la lucha contra el fuego.

Otros datos
El producto puede descomponerse en caso de incendio, formando mezclas inflamables y/o explosivas al
entrar en contacto con el aire.

6.2

6.3

6.4

MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia
Evite la formacion de polvo. Evitar respirar los vapores, la neblina o el gas.

Precauciones relativas al medio ambiente
No dejar que el producto entre en el sistema de alcantarillado.

Metodos y material de contencion y de limpieza
Limpiar y traspalar. Guardar en contenedores apropiados y cerrados para su eliminacion.

Referencia a otras secciones
Para eliminacion de desechos ver seccion 13.

7.2

7.3

MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

Precauciones para una manipulacion segura
Debe disponer de extraccion adecuada en aquellos lugares en los que se forma polvo.Disposiciones
normales de proteccion preventivas de incendio.

Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibilidades
Almacenar en un lugar fresco. Conservar el envase hermeticamente cerrado en un lugar seco y bien
ventilado.

Usos especificos finales
sin datos disponibles

8.2

CONTROLES DE EXPOSICION/ PROTECCION INDIVIDUAL
Parametros de control

Componentes con valores limite ambientales de exposicion profesional.
No contiene sustancias con valores limites de exposicion profesional.

Controles de la exposicion

Controles tecnicos apropiados
Procedimiento general de higiene industrial.

Proteccion personal

Proteccion de los ojos/ la cara
Use equipo de proteccicn para los ojos probado y aprobado segun las normas gubernamentales
correspondientes, tales como NIOSH (EE.UU.) o EN 166 (UE).
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Proteccion de la piel

Manipular con guantes. Los guantes deben ser controlados antes de la utilizacion. Utilice la
teécnica correcta de quitarse los guantes (sin tocar la superficie exterior del guante) para evitar el
contacto de la piel con este producto. Deseche los guantes contaminados despu€s de su uso, de
conformidad con las leyes aplicables y buenas practicas de laboratorio. Lavar y secar las manos.

Los guantes de proteccion seleccionados deben de cumplir con las especificaciones de la
Directiva de la UE 89/686/CEE y de la norma EN 374 derivado de ello.

Proteccion de inmersion

Material: Caucho nitrilo

espesura minima de capa: 0,11 mm

Tiempo de perforacion: > 480 min

Material probado:Dermatril® (Aldrich 2677272, Talla M)

Proteccion contra salpicaduras

Material: Caucho nitrflo

espesura minima de capa: 0,11 mm

Tiempo de perforacion: > 30 min

Material probado:Dermatril® (Aldrich 2677272, Talla M)

origen de datos: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Teleéfono +49 (0)6659 873000, e-mail
sales@kcl.de, Metodo de prueba: EN374

Si es utilizado en solucion, o mezclado con otras sustancias, y bajo condiciones diferentes de la
EN 374, pornerse en contacto con el proveedor de los guantes aprobados CE. Esta
recomendacion tiene caracter meramente consultivo y debe ser evaluado por un Higienista
Industrial familiarizado con la situacion especifica de uso previsto por nuestros clientes. No debe
interpretarse como una aprobacion de oferta para cualquier escenario de uso especifico.

Proteccion Corporal

Elegir la proteccion para el cuerpo seguin sus carateristicas, la concentracion y la cantidad de
sustancias peligrosas, y el lugar especifico de trabajo., El tipo de equipamiento de proteccion
debe ser elegido seguin la concentracion y la cantidad de sustancia peligrosa al lugar especifico
de trabajo.

Proteccion respiratoria

Proteccion respiratoria no requerida. Donde la proteccion sea deseada Usar respiradores y
componenetes testados y aprovados bajo los estandards guvernamentales apropiados como
NIOSH (EEUU) o CEN (UE)

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

9.1 Informacion sobre propiedades fisicas y quimicas basicas

a)

b)
c)
d)

e)

f)

Aldrich - 563900

Aspecto Forma: cristalino
Color: incoloro

Olor sin datos disponibles

Umbral olfativo sin datos disponibles

pH sin datos disponibles

Punto de fusion/ punto 200 °C
de congelacion

Punto inicial de sin datos disponibles
ebullicion e intervalo de

ebullicion

Punto de inflamacion > 113 °C - copa cerrada
Tasa de evaporacion sin datos disponibles
Inflamabilidad (sclido, sin datos disponibles
gas)

Inflamabilidad sin datos disponibles

superior/inferior o
Iimites explosivos
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9.2

k) Presion de vapor
) Densidad de vapor
m) Densidad relativa
n) Solubilidad en agua

o) Coeficiente de reparto

n-octanol/agua

p) Temperatura de auto-

inflamacion

q) Temperatura de
descomposicion

r) Viscosidad

s) Propiedades explosivas

t)  Propiedades
comburentes

Enginyeria Mecanica

sin datos disponibles
sin datos disponibles
1,269 g/cm3

sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles

Otra informacion de seguridad

sin datos disponibles

Mar Martinez Tarrazona

10.
10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

Reactividad
sin datos disponibles

Estabilidad quimica
sin datos disponibles

Posibilidad de reacciones peligrosas

sin datos disponibles

Condiciones que deben evitarse

Su exposicion a la luz puede afectar a la calidad del producto.

Materiales incompatibles
Agentes oxidantes fuertes

Productos de descomposicion peligrosos

Otros productos de descomposicion peligrosos - sin datos disponibles

11.
1.1

INFORMACION TOXICOLOGICA

Informacion sobre los efectos toxicologicos

Toxicidad aguda

DL50 Oral - rata - > 20.000 mg/kg
Observaciones: Conducta: alteraciones en el ciclo del suefio Conducta: Somnolencia (depresion general
de la actividad) Conducta: Debilidad muscular

Corrosion o irritacion cutaneas

sin datos disponibles

Lesiones o irritacion ocular graves

sin datos disponibles

Sensibilizacion respiratoria o cutanea

sin datos disponibles

Mutagenicidad en celulas germinales

sin datos disponibles
Carcinogenicidad

IARC: 3 - Grupo 3: No clasificable como carcinogenico para los humanos (Ethenol, homopolymer)

Aldrich - 563900
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Toxicidad para la reproduccion
sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposicion unica
sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados organos - exposiciones repetidas
sin datos disponibles

Peligro de aspiracion
sin datos disponibles

Efectos potenciales sobre la salud

Inhalacion Puede ser nocivo si se inhala. Puede provocar una irritacion en el tracto
respiratorio.

Ingestion Puede ser nocivo si es tragado.

Piel Puede ser nocivo si es absorbido por la piel. Puede provocar una irritacion
de la piel.

Ojos Puede provocar una irritacion en los ojos.

Signos y Sintomas de la Exposicion
Seguin nuestras informaciones, creemos que no se han investigado adecuadamente las propiedades
quimicas, fisicas y toxicologicas.

Informacion Adicional
RTECS: TR8100000

12.
121

INFORMACION ECOLOGICA

Toxicidad
sin datos disponibles

Persistencia y degradabilidad
sin datos disponibles

Potencial de bioacumulacion
sin datos disponibles

Movilidad en el suelo
sin datos disponibles

Resultados de la valoracion PBT y mPmB
sin datos disponibles

Otros efectos adversos
sin datos disponibles

13.
13.1

CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION
Metodos para el tratamiento de residuos

Producto
Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables a una compainia de vertidos acreditada.

Envases contaminados
Eliminar como producto no usado.

14.
14.1

Aldrich - 563900

INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

Numero ONU
ADR/RID: - IMDG: - IATA: -

Designacion oficial de transporte de las Naciones Unidas
ADR/RID: Mercancia no peligrosa

IMDG: Not dangerous goods

IATA: Not dangerous goods
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14.3 Clase(s) de peligro para el transporte
ADR/RID: - IMDG: - IATA: -

14.4 Grupo embalaje
ADR/RID: - IMDG: - IATA: -

14.5 Peligros para el medio ambiente
ADR/RID: no IMDG Marine pollutant: no IATA: no

14.6 Precauciones particulares para los usuarios
sin datos disponibles

15. INFORMACION REGLAMENTARIA
La hoja técnica de seguridad cumple con los requisitos de la Reglamento (CE) No. 1907/2006.

15.1 Reglamentacion y legislacion en materia de seguridad, salud y medio ambiente especificas para la
sustancia o la mezcla
sin datos disponibles

15.2 Evaluacion de la seguridad quimica
sin datos disponibles

16. OTRAINFORMACION
Otros datos
Copyright 2012 Sigma-Aldrich Co. LLC. Se autoriza la reproduccion en numero ilimitado de copias para
uso exclusivamente interno.
La informacion indicada arriba se considera correcta pero no pretende ser exhaustiva y debera
utilizarse uinicamente como orientacion. La informacion contenida en este documento esta basada en
el presente estado de nuestro conocimiento y es aplicable a las precauciones de seguridad apropiadas
para el producto. No representa ninguna garantia de las propiedades del producto. La Corporacion
Sigma-Aldrich y sus Companfas Afiliadas, no responderan por ningun dano resultante de la
manipulacion o contacto con el producto indicado arriba. Dirijase a www.sigma-aldrich.com y/o a los
terminos y condiciones de venta en el reverso de la factura o de la nota de entrega.

Aldrich - 563900 Pagina 6 de 6
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2.7. Etanol

Scfigflau

Etanol absoluto, para sintesis

- Sinonimos: Alcohol etilico, Metilcarbinol
- C2HS0H

-M = 46,07 g/mol

- CAS [64-17-5]

- EINECS-No.: 200-578-6

- Densidad: 0,79 g/cm3

- Solub. en agua: (20 °C): miscible

- Punto de fusion: -114,5 °C

- Punto de ebullicion: 78,3 °C

- Punto de inflamacion: 12 °C

- Temperatura de ignicién: 425 °C

- Presion de vapor: (20 °C) 59 hPa

- Constante dieléctrica: (25 °C) 24,3

- LD 50 (oral, rat): 6200 mg/kg

- EC-Index-No.: 603-002-00-5
-ADR:3F111UN 1170

-IMDG: 311UN 1170

- IATA/ICAO: 311 UN 1170

- Palabra de advertencia-GHS: Peligro

- Frases H-GHS : H225

- Frases P-GHS: P210 - P241 - P280 - P240 - P303+P361+P353 - P501a
- Partida arancelaria: 2207 10 00 90

- Aplicaciones: solvents, disinfectant, for pharmaceuticals synthesizing, synthesis of organic products, perfumery.

ESPECIFICACIONES

contenido (G.C.) (v/v): min. 99,9 %
identidad (IR-spectrum): pasa test
densidad(20°/4°): 0,789 - 0,790
materia no volatil : max. 0,005 %
agua (v/v) (K.F.): max. 0,1 %

&
\ 4
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2.8. Nitrogen liquid

| |
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Reemplaza : 29/6 /2012

Nitrogeno Liquido Refrigerado / Lasal™ 2001 Liquido 089B-1
Refrigerado

2.2 : Gases no
inflamables, no toxicos

Atencion

| SECCION 1. Identificacion de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa

1.1. Identificador del producto
Nombre comercial

Numero de la Ficha de Datos de
Seguridad
Descripcion Quimica

Numero de registro
Formula quimica

: Nitrégeno Liquido Refrigerado / Lasal™ 2001 Liquido Refrigerado
: 089B-1

: Nitrégeno (Liquido)

N° CAS :7727-37-9

N° EC :231-783-9

N° indice :---
: Figura en la lista del Anexo IV / V de REACH, exento de solicitud de registro.
: N2

1.2. Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados

Usos aplicables identificados

Usos desaconsejados

: Industrial y profesional.Llevar a cabo evaluacion de riesgo antes de usar.
Usado para la fabricacion de componentes electronicos/fotovoltaicos.
Gas de ensayo / gas de calibrado. Purgado. Uso en laboratorio.

Gas de proteccion en procesos de soldadura.
Gas purgante, gas disolvente, gas inertizante.
Para mayor informacion sobre su uso contactar con el suministrador.

: Sin datos disponibles.

1.3. Datos del proveedor de la ficha de datos de sequridad

Identificacion de la Compania

: AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.
P° DE LA CASTELLANA ,35
28046 MADRID (ESPANA)

E-mail:e-business.ALE @airliquide.com
www.airliquide.es

Direccion e-mail (persona competente) : e-business.ALE@airliquide.com

1.4. Teleéfono de emergencia
Teleéfono de emergencia [24h]

: 1 +34 91 502 9300

| SECCION 2. Identificacion de los peligros

2.1. Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Clase y categoria de riesgo, Codigo de Normativa CE 1272/2008 (CLP)

« Peligros fisicos

Clasificacion 67/548 CE o 1999/45 CE

: Gases a presion - Gases licuados refrigerados - Atencion - (CLP : Press. Gas Ref. Liq.) -
H281

: No clasificada como sustancia / mezcla peligrosa.
No incluido en el anexo VI.
No requirere etiquetado CE.

AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.

P° DE LA CASTELLANA ,35 28046 MADRID ( ESPANA)

E-mail:e-business.ALE @airliquide.com
www.airliquide.es
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| SECCION 2. Identificacion de los peligros /... |

2.2. Elementos de la etiqueta
Normativa de Etiquetado CE 1272/2008 (CLP)

« Pictogramas de peligro

« Codigo de pictogramas de peligro  : GHS04

« Palabra de advertencia : Atencion
« Indicacion de peligro : H281 - Contiene un gas refrigerado; puede provocar quemaduras o lesiones criogenicas.
« Consejos de prudencia
- Prevencion : P282 - Llevar guantes que aislen del frio/gafas/mascara.
- Respuesta : P336+P315 - Descongele las partes heladas con agua tibia. No frote la zona afectada.
Consulte a un medico inmediatamente.
- Almacenamiento : P403 - Almacenar en un lugar bien ventilado.

2.3. Otros peligros

: Asfixiante a altas concentraciones.

| SECCION 3. Composicion/informacicn sobre los componentes |

3.1. Sustancia/ Mezcla

Sustancia.
N° CAS
Nombre del componente Contenido N° EC Clasificacion(DSD) Clasificacion(CLP)
N° indice
N° de Registro
Nitrégeno (Liquido) 5 100 % 7727-37-9 No clasificado (DSD) Press. Gas Ref. Liq. (H281)
231-783-9

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

*1: Figura en la lista del Anexo IV / V de REACH, exento de solicitud de registro.

* 2: No ha expirado el plazo limite de solicitud de registro.

* 3: No exige su registro.Sustancias fabricadas o importadas<1t/y.

Texto completo de Frases-R, vease capitulo 16. Texto completo de declaraciones-H, vease capitulo 16.
Para saber la composicion exacta del producto consultar las especificaciones técnicas de Air Liquide.

| SECCION 4. Primeros auxilios |

4.1. Descripcion de los primeros auxilios
- Inhalacion : Retirar a la victima a un drea no contaminada llevando colocado el equipo de respiracion
autonoma. Mantener a la victima caliente y en reposo. Llamar al doctor. Aplicar la respiracion
artificial en caso de parada respiratoria.

- Contacto con la piel : En caso de congelacion rociar con agua durante 15 minutos. Aplicar un vendaje esteril.
Obtener asistencia médica.

- Contacto con los ojos : Lavar inmediatamente los ojos con agua durante, al menos, 15 minutos.
- Ingestion : Laingestion no esta considerada como una via potencial de exposicion.
4.2. Principales sintomas y efectos, agudos y retardados

: A elevadas concentraciones puede causar asfixia. Los sintomas pueden incluir pérdida de la
consciencia o de la movilidad. La victima puede no haberse dado cuenta de la asfixia.
Para mas informacion, ver la Seccion 11.

4.3. Indicacion de toda atencion medica y de los tratamientos especiales que deban dispensarse
inmediatamente

AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.

P° DE LA CASTELLANA ,35 28046 MADRID ( ESPANA)
E-mail:e-business.ALE @airliquide.com

www.airliquide.es
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Refrigerado
| SECCION 4. Primeros auxilios /... |
: Ninguno.
| SECCION 5. Medidas de lucha contra incendios |
5.1. Medios de extincion
- Medios de extincion adecuados : Agua en spray o en nebulizador.
- Medios de extincion inadecuados : No usar agua a presion para extinguirlo.

5.2. Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla

Peligros especificos

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

Productos de combustion peligrosos : Ninguno.

5.3. Recomendaciones para el personal de lucha contra incendios

Métodos especificos

: Desplazar los envases lejos del drea del fuego si ello se puede hacer sin riesgo.
Utilizar medidas de control de incendios apropiadas con el incendio circundante. La
exposicion de los envases de gas al fuego y al calor pueden provocar su ruptura. Enfriar los
envases danados con chorro de agua pulverizada desde una posicion protegida. No vaciar el
agua contaminada por el fuego en los desaguies.
Si es posible, detener la fuga de producto.
En caso de fuga no rociar agua sobre el recipiente. Utilizar el agua para contener el fuego en
el area circundante, desde un lugar protegido.
Usar agua en spray o en nebulizador para disipar humos de incendios.

Equipo de proteccion especial para  : Utilizar equipos de respiracion auténoma de presion positiva (ERA).

extincion de incendios

Vestimenta y equipo de proteccion estandard (aparato de respiracion autonoma) para
bomberos.

Norma UNE-EN 137: Mascara de cara completa que incluya un aparato de respiracion
autonomo de aire comprimido en circuito abierto.

Norma UNE-EN 469: Vestimenta protectora para bomberos.

Norma UNE-EN 659: Guantes de proteccion para bomberos.

| SECCION 6. Medidas en caso de vertido accidental I

6.1. Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia

: Intentar parar la fuga.
Utilizar equipos de respiracion autonoma cuando entren en el drea a menos que este probado
que la atmosfera es segura.
Evacuar el drea.
Usar ropa de proteccion.
Asegurar la adecuada ventilacion de aire.
Prevenir |a entrada en alcantarillas, sctanos, fosos de trabajo o en cualquier otro lugar donde
la acumulacion pueda ser peligrosa.
Actuar de acuerdo con el plan de emergencia local.
Mantenerse de espalda a la direccion en la que sopla el viento.

6.2. Precauciones relativas al medio ambiente

: Intentar parar la fuga.

6.3. Métodos y material de contencion y de limpieza

: Las fugas de liquido pueden producir fragilidad en materiales estructurales.
Ventilar la zona.

6.4. Referencia a otras secciones

: Para mas informacion sobre control frente a la exposicion, proteccion personal o
consideraciones de eliminacion, ver tambien las Secciones 8 y 13.

AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.

P° DE LA CASTELLANA ,35 28046 MADRID ( ESPANA)

E-mail:e-business.ALE @airliquide.com
www.airliquide.es
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| SECCION 7. Manipulacion y almacenamiento

7.1. Precauciones para una manipulacion segura

Uso seguro del producto

Manipulacion segura del envase del

gas

: Solo personas experimentadas y debidamente entrenadas deben manejar gases sometidos a

presion.

La sustancia debe ser manipulada de acuerdo con los procedimientos de buena higiene

industrial y seguridad.

Utilizar solo equipo especificamente apropiado para este producto y para su presion y
temperatura de suministro, en caso de duda contacte con su suministrador.

No fumar cuando se manipule el producto.

Comprobar que el conjunto del sistema de gas ha sido, o es con regularidad, revisado antes

de usarse respecto a la posibilidad de escapes.

Considerar los instrumentos de reduccion de la presion en las instalaciones de gas.

No inhalar gas.
Evitar la difusion del producto en la atmdsfera.

Debe prevenirse la filtracion de agua al interior del recipiente.
No permitir el retroceso hacia el interior del recipiente.

: Solicitar del suministrador las instrucciones de manipulacion de los envases.

Nunca intentar reparar o modificar las valvulas de las botellas o los mecanismos de

seguridad.

Las valvulas que estan danadas deben ser inmediatamente comunicadas al suministrador.

Mantener los accesorios de la valvula libres de contaminantes, especialmente aceites y agua.

Reponer la tulipa de la valvula si es facilitada por el suministrador , siempre que el envase

esté desconectado del equipo.

Cierre la vélvula del envase despues de su uso y cuando se quede vacio, incluso si aun esta

conectado al equipo.

No utilizar nunca mecanismos con llamas o de calentamiento eléctrico para elevar la presion

del envase.

7.2. Condiciones de almacenamiento sequro, incluidas posibles incompatibilidades

7.3. Usos especificos finales

: Observar todas las regulaciones y los requerimientos locales relativos al almacenamiento de

las botellas.

Mantener el contenedor por debajo de 50°C, en un lugar bien ventilado. Los envases deben
de ser almacenados en posicion vertical y debidamente asegurados para evitar su caida. Los
envases almacenados deben ser comprobados periodicamente respecto a su estado general

y a posibles fugas . Las protecciones de las valvulas y las tulipas deben estar siempre
colocadas. Almacenar los envases en un lugar libre de riesgo y lejos de fuentes de calor e

ignicion.

Los contenedores no deben ser almacenados en condiciones que favorezcan la corrosion .

Mantener alejado de materiales combustibles.

: Ninguno.

| SECCION 8. Controles de exposicion/proteccion individual

8.1. Parametros de control

DNEL: Nivel de efectos no derivados (

trabajadores)

: Sin datos disponibles.

PNEC: Concentracion prevista sin

efectos

8.2. Controles de la exposicion

8.2.1. Controles técnicos apropiados

8.2.2. Equipo de proteccion personal

: Sin datos disponibles.

: Los sistemas sujetos a presion deben ser regularmente comprobados respecto a fugas.

Deben usarse detectores de oxigeno cuando pueden ser emitidos gases asfixiantes.
Proporcionar ventilacion adecuada, general y local, a los gases de escape.
Considerar un sistema de permisos de trabajo p.ej para trabajos de mantenimiento.

seleccionarse.

Un andlisis de riesgos debe ser realizado y formalizado en cada drea de trabajo para evaluar
los riesgos relacionados con el uso del producto y para determinar el EPI que corresponde a

: Sdlo los EPI que cumplan los estandares recomendados por las normas EN-UNE/ISO deben

un riesgo relevante. Estas recomendaciones deben ser tenidas en cuenta.

AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.

P° DE LA CASTELLANA ,35 28046 MADRID ( ESPANA)

E-mail:e-business.ALE @airliquide.com
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| SECCION 8. Controles de exposicion/proteccion individual /...

« Proteccion para el ojo/cara

« Proteccion para la piel
- Proteccion de las manos

- Otras

« Proteccion de las vias respiratorias

« Peligros térmicos

Proteccion personal

8.2.3. Controles de exposicion
medioambiental

Proteger los ojos, cara y piel de las salpicaduras de liquido.

: Usar gafas cerradas sobre los ojos y protector para la cara al hacer trasvases o al efectuar

desconexiones.
Usar gafas de sequridad con protecciones laterales.
Norma UNE-EN 166: Proteccion para los ojos.

: Usar guantes de trabajo al manejar envases de gases.

Norma EN-UNE 388: Guantes que protegen contra riesgos mecanicos.

: Usar zapatos de seguridad mientras se manejan envases.

Norma ISO 20345: Equipos de proteccion personal, zapatos de seguridad.

: Un aparato de respiracion asistida (SCBA) o una mascara con una via de aire a presion

tienen que usarse en atmosferas con insuficiente oxigeno.

Norma UNE-EN 137: Mascara de cara completa que incluya un aparato de respiracion
auténomo de aire comprimido en circuito abierto.

Los usuarios de los aparatos de respiracion deben ser entrenados.

: Standard EN 511- Guantes aislantes del frio.

Usar guantes que aislen del frio al hacer trasvases o al efectuar desconexiones.

00

: No necesaria.

| SECCION 9. Propiedades fisicas y quimicas

9.1. Informacion sobre propie

Apariencia

Estado fisico a 20°C / 101.3kPa
Color

Olor

Umbral olfativo

Valor de pH

Masa molecular [g/mol]

Punto de fusion [°C]

Punto de ebullicion [°C]
Temperatura critica [°C]

Punto de inflamacion [°C]
Velocidad de evaporacion (éter=1)

Rango de inflamabilidad [% de
volumen en aire]

Presion de vapor [20°C]
Densidad relativa del gas (aire=1)

Densidad relativa del liquido (agua=1) :
: 20
Coeficiente de reparto n-octanol/agua [:

Solubilidad en agua [mg/I]

log Kow]

Temperatura de auto-inflamacion [°C]
Viscosidad a 20°C [mPa.s]
Propiedades explosivas

Propiedades comburentes

dades fisicas

uimicas bdsicas

. Gas.

: Liquido incoloro.

: Sin olor que advierta de sus propiedades.

: La superacion de limites por el olor es subjetiva e inadecuado para advertir del riesgo de

sobrecarga.

: Inaplicable.

=28

: =210

1 <196

1 -147

: No es aplicable a gases ni a mezcla de gases.
: No es aplicable a gases ni a mezcla de gases.
: No inflamable.

: Inaplicable.
: 0,97

0.8

No es aplicable a gases inorganicos.

: Inaplicable.
: Inaplicable.
: Inaplicable.
: Ninguno.

AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.
P° DE LA CASTELLANA ,35 28046 MADRID ( ESPANA)
E-mail:e-business.ALE @airliquide.com
www.airliquide.es
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| SECCION 9. Propiedades fisicas y quimicas /...

9.2. Informacidn adicional

Otros datos

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

| SECCION 10. Estabilidad y reactividad

10.1.

Reactividad

10.2. Estabilidad quimica

: Sin riesgo de reactividad salvo lo expresado en la sub-seccion mas adelante.

: Estable en condiciones normales.

10.3. Posibilidad de reacciones peligrosas

10.4. Condiciones que deben evitarse

10.5.

Materiales incompatibles

Ninguno.

Nunca por debajo de las condiciones de manejo y almacenamiento (ver seccion 7)

: Aceros no resistentes a bajas temperaturas. Las fugas de liquido pueden producir fragilidad
en materiales estructurales.

Para informacion complementaria sobre su compatibilidad referirse a la Norma 1SO 11114.

10.6. Productos de descomposicion peligrosos

Ninguno.

| SECCION 11.  Informacicn toxicologica

11.1. Informacidn sobre los efectos toxicoldgicos

Toxicidad aguda
Corrosion o irritacion cutanea
Lesiones o irritacion ocular graves

Sensibilizacion respiratoria o cutdnea :
: Se desconocen los efectos de este producto.
: Se desconocen los efectos de este producto.
: Se desconocen los efectos de este producto.

Carcinogénesis
Mutagenicidad
Toxicidad para la reproduccion

Toxicidad especifica en determinados :

organos (STOT) - exposicion unica

Toxicidad especifica en determinados :

organos (STOT) - exposicion repetida
Peligro de aspiracion

: No se conocen los efectos toxicoldgicos de este producto.
: Se desconocen los efectos de este producto.
: Se desconocen los efectos de este producto.

Se desconocen los efectos de este producto.

Se desconocen los efectos de este producto.

Se desconocen los efectos de este producto.

: No es aplicable a gases ni a mezcla de gases.

| SECCION 12. Informacicn ecoldgica

Toxicidad

12.1.

Evaluacion

12.2. Persistencia y degradabilidad

12.3.

Evaluacion

Potencial de bioacumulacion

12.4.

Evaluacion

Movilidad en el suelo

: No se conocen danos ecoldgicos causados por este producto.

: No se conocen danos ecologicos causados por este producto.

: No se conocen danos ecoldgicos causados por este producto.

AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.
P° DE LA CASTELLANA ,35 28046 MADRID ( ESPANA)
E-mail:e-business.ALE @airliquide.com

www. air

liquide.es
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Nitrogeno Liquido Refrig(_arado / Lasal™ 2001 Liquido 089B-1
Refrigerado
| SECCION 12. Informacicn ecologica /... |
Evaluacion : No se conocen danos ecoldgicos causados por este producto.

12.5. Resultados de la valoracion PBT y mPmB
: No se clasifica como PBT o vPVB.

12.6. Otros efectos adversos

: Puede causar hielo que dane a la vegetacion.

Efectos sobre la capa de ozono : Ninguno.
Produce efectos en el calentamiento  : Ninguno.
global

| SECCION 13. Consideraciones relativas a la eliminacion |

13.1. Métodos para el tratamiento de residuos
: Puede ser liberado a la atmdsfera en un lugar bien ventilado.
No descargar dentro de ningun lugar donde su acumulacion pudiera ser peligrosa.
Consulte el codigo de précticas de EIGA Doc 30 "Eliminacion de gases”, se puede
descargar en http://www.eiga.org, para obtener mayor informacion sobre metodos méas
adecuados de eliminacion.
Consulte al proveedor acerca de posibles recomendaciones especificas.

Lista de residuos peligrosos : 16 05 05: Envases de gases a presion distintos de los mencionados en 16 05 04.

13.2. Informaciones complementarias
: Ninguno.

| SECCION 14. Informacion relativa al transporte |

14.1. Numero ONU
Numero ONU 21977
Etiquetado segun ADR, IMDG, IATA

: 2.2 : Gases no inflamables, no toxicos

14.2. Designacion oficial de transporte de las Naciones Unidas
Transporte por carreteral/ferrocarril (  : NITROGENO LIQUIDO REFRIGERADO

ADR/RID)

Transporte por aire (ICAO-TI/IATA-  : NITROGEN, REFRIGERATED LIQUID
DGR)

Transporte por mar (IMDG) : NITROGEN, REFRIGERATED LIQUID

14.3. Clase(s) de peligro para el transporte

Transporte por carretera/ferrocarril (ADR/RID)

Clase 2

Cadigo de clasificacion : 3A

H.l. n° $522

Restricciones en Tunel : C/E : Paso prohibido por tuneles de la categoria C y D cuando las mercancias son

transportadas en cisternas. Paso prohibido por tuneles de la categoria E.

TANC
=C+D
c/E [BNE

AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.

P° DE LA CASTELLANA ,35 28046 MADRID ( ESPANA)
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| SECCION 14. Informacicn relativa al transporte /...

Transporte por aire (ICAO-TI / IATA-DGR)

Clase/Division (Riesgo/s Subsidiarios) :

Transporte por mar (IMDG)

Clase/Division (Riesgo/s Subsidiarios) :

Instrucciones de Emergencia (EmS) -
Incendio.
Instrucciones de Emergencia (EmS) -
Derrames

14.4. Grupo de embalaje

Transporte por carreteralferrocarril (
ADR/RID)

Transporte por aire (ICAO-TI / IATA-
DGR)

Transporte por mar (IMDG)

14.5. Peligros de contaminacion

Transporte por carreteralferrocarril (
ADR/RID)

Transporte por aire (ICAO-TI/ IATA-
DGR)

Transporte por mar (IMDG)

2.2

22
: F-C

1 SV

: Inaplicable.
: Inaplicable.

: Inaplicable.

: Ninguno.

: Ninguno.

: Ninguno.

14.6 Precauciones particulares para los usuarios
Packing Instruction(s)

14.7.

Transporte por carreteralferrocarril (
ADR/RID)

Transporte por aire (ICAO-TI/ IATA-
DGR)

Avion de carga y pasajeros
Instruccion de embalaje- Avion de
pasaje y carga

Avion de carga solo

Instruccion de embalaje- Avion de
carga solo

Transporte por mar (IMDG)

Precauciones particulares para los
usuarios

: P203

: Permitido.
1 202

: Permitido.
11202

: P203

: Evitar el transporte en los vehiculos donde el espacio de la carga no esté separado del
compartimiento del conductor.
Asegurar que el conductor esta enterado de los riesgos potenciales de la carga y que conoce
que hacer en caso de un accidente o de una emergencia.
Antes de transportar las botellas :
- Asegurarse de que los recipientes estan bien fijados.
- Asegurarse que las valvulas de las botellas estan cerradas y no fugan.
- Asegurarse que el tapon del acoplamiento de la valvula (cuando exista) est&
adecuadamente apretado.
- Asegurarse que la caperuza de la valvula o la tulipa, (cuando exista), esta adecuadamente
apretada.
- Asegurar una ventilacion adecuada.

Transporte de granel sequin anexo |l del tratado MARPOL 73/78 y sequin cédigo IBC

Transporte de granel segun anexo Il
del tratado MARPOL 73/78 y seguin
codigo IBC

: Inaplicable.

AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.
P° DE LA CASTELLANA ,35 28046 MADRID ( ESPANA)
E-mail:e-business.ALE @airliquide.com
www.airliquide.es
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Nitrogeno Liquido Refrig(_arado / Lasal™ 2001 Liquido 089B-1

Refrigerado
| SECCION 15. Informacicn reglamentaria |

15.1. Reglamentacion y legislacion en materia de sequridad, salud y medio ambiente especificas para la
sustancia o la mezcla

Legislacion UE

Restricciones : Ninguno.
Seveso directiva 96/82/EC : No esta cubierto.
Legislacion Nacional
Legislacion Nacional (texto) : Asegurese que se cumplen las normativas nacionales y locales.

15.2. Evaluacion de la seguridad quimica

: Un CSA (Analisis de seguridad quimica) no debe de realizarse para este producto.

| SECCION 16. Otra informacicn |
Enumeracion de los cambios : Hoja de datos de seguridad revisada de acuerdo con la regulacion de la Comision (UE)
N°453/2010.
Consejos relativos a la formacion : Elriesgo de asfixia es a menudo despreciado y debe ser recalcado durante la formacion de

los operarios.
Recipiente a presion.
Informacion adicional : La presente Ficha de Datos de Seguridad esta establecida de acuerdo con las Directivas
Europeas en vigor .
Cambios por revision - Ver : *

Producto informacion : Ver ficha técnica del producto para informaciones mas detalladas.

Fuente de los datos utilizados : Base de datos EIGA.

Lista del texto completo de : H281 - Contiene un gas refrigerado; puede provocar quemaduras o lesiones criogenicas.

declaraciones-H en la seccion 3.

Nota . El contenido y el formato de esta ficha de seguridad se ajustan a los
Reglamentos (CE) REACH 1907/2006 y (CE) CLP N°453/2010.

RENUNCIA DE RESPONSABILIDAD : Los detalles dados son ciertos y correctos en el momento de llevarse este documento a

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

El contenido y el formato de esta Ficha de Seguridad esta de acuerdo con la directiva de la Comision Europea No 2001/58/CE.

RENUNCIA DE RESPONSABILIDAD La informacion en esta Ficha de Seguridad fue obtenida de fuentes que creemos son
fidedignas. Sin embargo, la informacion se proporciona sin ninguna garantia, expresa o implicita en cuanto a su exactitud. Las
condiciones o méetodos de manejo, almacenamiento, uso o eliminacion del producto estdn més alla de nuestro control y
posiblemente tambieén mas alla de nuestro conocimiento. Por esta y otras razones, no asumimos ninguna responsabilidad y
descartamos cualquier responsabilidad por perdida, dano o gastos ocasionados por o de cualquier manera relacionados con el
manejo, almacenamiento, uso o eliminacion del producto. Esta Ficha de Seguridad fue preparada y debe ser usada sclo para
este producto. Si el producto es usado como un componente de otro producto, es posible que esta informacion de Seguridad no
sea aplicable.

Fin del documento

AL AIR LIQUIDE ESPANA S.A.

P° DE LA CASTELLANA ,35 28046 MADRID ( ESPANA)
E-mail:e-business.ALE @airliquide.com

www.airliquide.es
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3. ESPECIFICACIONS TECNIQUES DELS EQUIPS
3.1. Balances de precisio
3.1.1.

APE Analyfical Balances

Model Mettler toledo : AX 205 DELTARANGE

Worry-free Weighing

StaticDetect™ — Sample OK
When siatic charges are defected, the
weighing error is measured. If the user-
defined limit is exceeded, a warning is
given. For the highest process security,
the user can employ anti-static measures
to neutralize the charge and ensure the
most accurate results.

StatusLight™ — Balance Ready
The StatusLight uses color fo indicate
intuitively the status of the balance.
Green means ready, yellow is a warning
and errors are shown with red. The
clearly visible light communicates if the
balance is ready for you to start your
weighing task.

Operation — Ergonomic

The enhanced fouchscreen user inferface
offers tireless, infuitive balance opera-
tion. SmartSens sensors allow you to
operate your balance with the wave of a
hand (e.g. open/close draft shield door).
Tasks are easier and safer, and cross-
confamination is avoided.

. 0268454

Substance Vanillin
Standard ID AS3%
Concentration 35.00 menold [
Flask Size S0 mi
Mol Mass 152 150 g/mol

Dose 0.26626 g of Vanillin

LabX — Processes Under Control

LabX laboratory software provides flexible SOP user
guidance on the balance touchscreen. Automatic
data handling, calculations and report generation
eliminate transcription errors and assure full
fraceability.

Follow the Green Light

B -

o e o

XPE Analytical Balances
Outstanding Performance

XPE analytical balances provide outstanding perfor-
mance in analytical weighing and support the highest
requirements for safety, efficiency and ease of compli-
ance. Thanks fo low repeatability, XPE analytical bal-
ances offer you the smallest minimum weight.

Quality management features, such as the innovative
StatusLight and patented StaticDetect fechnology, take
the worry out of weighing and provide you with

a high level of trust in your resulfs.

With a wide range of accessories available and mul-
tiple connectivity options, XPE balances grow with your
needs. You can enjoy a wealth of weighing possibilities
for years fo come.

Designed, engineered and manufacfured in Switzerland
for outstanding quality you can frust.

ME“LEB////////?/TOLEDO
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XPE Analytical Balances

Technical Specifications

Limit values XPE105 XPE205 XPE205DR XPE204 XPE504
Maximum capacity 120 g 220 g 2209 220 g 520 g
Readability 0.01 mg 0.01 mg 0.1 mg 0.1 mg 0.1 mg
Readability, fine range B — 0.01 mg = -
Tare range (from ... o) 0..120g 0..220g 0..2209 0..220g 0..520¢
Maximum capacity, fine range - - 8lg - -
Repeatability (nominal) (sd) 0.03mg (100g) 0.03mg (200g) 0.06 mg (200g) 0.07mg (200g)  0.12 mg (500 g)
Repeatability (6% load) (sd) 0.0156 mg 0.015 mg 0.015 mg 0.05 mg 0.08 mg (20 g)
Linearity deviation 0.10 mg 0.10 mg 0.15 mg 0.2 mg 0.4 mg
Eccentricity (fest load)! 0.12 mg (50 g) 0.2mg (100g) 0.25mg (100g) 0.25mg (100 g) 0.4 mg (200 g)
Sensitivity offset (fest weight) 0.3 mg (100 g) 0.4 mg (200 g) 0.5 mg (200 g) 0.6 mg (200 g) 1.5 mg (600 g)
Sensitivity temperature drift 2 0.0001%/°C 0.0001%/°C 0.0001%/°C 0.0001%/°C 0.0001%/°C
Sensitivity stability 0.0001%/a 0.0001%/a 0.0001%/a 0.0001%/a 0.0001%/a
Typical values
Repeatability (6% load) (sd) 0.007 mg 0.007 mg 0.007 mg 0.04 mg 0.04 mg (20 g)
Linearity deviation 0.065 mg 0.065 mg 0.1 mg 0.13 mg 0.32 mg
Eccentricity (test load) ! 0.1 mg (50 g) 0.1 mg (100 g) 0.1 mg (100g)  0.12mg (100 g) 0.2 mg (200 g)
Sensitivity offset (fest weight) 0.15mg (100 g) 0.2mg (200g)  0.32 mg (200 g) 0.4 mg (200 g) 0.6 mg (500 g)
USP minimum sample weight (6% load, k=2, U=0.1%) 14 mg 14 mg 14 mg 80 mg 80 mg
Minimum sample weight (6% load, k=2, U=1%) 1.4 mg 14 mg 1.4 mg 8mg 8mg
Settling time 158 25s 16s 15s 15s
Settling fime, fine range - - 25s - -
D according to OIML R76; 2 in the femperature range 10 to 30°C;  Stability of ifivity with proFACT self: switched on; s: seconds; a: year (annum); sd: standard deviation
Features Accessories
£
@ | High Resolufion Technology
& | Infernal Adjustment with Sensitivity Test
§ Internal Temperature Control
5 | StaticDetect™
<

Color Touchscreen
S | User Interface in 11 Languages
B | ErgoClips for Direct Dosing Quantos Upgrade Kit Smart Tag RFID Labels EasyScan™
2 | Easy Cleaning Automated solid and solvent dis-  Transfer fifrafion sumple information  Check testing and calibration dafes
2 Smart6rid Hanging Weighing Pan pensing modules eliminate variabil- - securely from your balance fo your  on RFID fagged pipetfes. Racord
2 | SmarfTrac Guided Dosing o Target ity and errors, and offer the highest fitrator via the fitration beaker. new fest dates when_you fest using
E Automatic Draft Shisld level of accuracy and safety. the balance application.

SmartSens for Hands-free Operation

Graphical Leveling & Level Warning
MinWeigh Protection

Test Manager

FACT, GWP & Admin Hisfory

8 Users & Password Profection
StatusLight

Quantos Upgrade Ready

Seamless Process | Quality Assurance

LabX Ready AntiStatic Kits Printers For further information on
RFID Communication Ready The compact ionizer fixes onfo your  The robust P-50 series lab prinfers accessories, please visit
Compact Antistatic Kit Ready balance fo gently remove charge produce archival-quality printouts www.mt.com/lab-accessories
Built-in R8232 & Optional 2nd Inferface  from the weighing chamber. Free- on paper as well as continuous and
standing units also available. peel-off labels.
GWP® Mettler-Toledo AG www.mt.com/xpe-analytical
Good Weighing Practice™ Laboratory & Weighing Technologies 3 ;
www.mt.com/GWP CH-8606 Greifensee, Switzerland For more information

Tel. +41 44 944 22 1

Q Q c € Fax +41 44 944 30 60

Subject fo technical changes
© 01/2014 Mettler-Toledo AG
30094810

Global MarCom Switzerland
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Model SARTORIUS : BP 211 D

Specifications

Basicplus

Model BP 211D BP 301S
Weighing range structure DualRange SuperRange
Weighing capacity 40/80/210 303
Readability 0.01/0.01/0.1 0.1

Tare range (by subtraction) -210 -303
Reproducibility [standard deviation)* =<0.02/<0.05/<0.1 <0.2
Linearity =<+0.03/<+0.1/<+0.2 <+0.3
Response time [average) <12/3 <3
Allowable ambient operating temperature +5...440

Operating femperature range +10...+30

Sensitivity drift within +10 °C ... <£1-10°

Pan size 2 80

Weighing chamber height (effect. dimens.) 225

Dimensions (WxDxH)

—Balance 204 x297x332 204 x297x332
— Electronics box 134x51x155 -

Net weight, approx. 6.6 5.5

External calibration weight

(of at least accuracy class....) 200 (E2) 200+100 (E2)

Power requirements

Via AC adapter: STNG 6/TNG 6, 230 VAC or 115 VAC,
—20%...+15% (IP 20 protection)

Frequency

48-63

Power consumption (average)

16 maximum; 8 average

Hours of operation with fully charged YRB 05 Z
external battery pack, approx. h

25 32

Built-in inferface

RS-232C- S/V24V28 7-bit: cn%: even mark, odd, space;
fransmission rates: ‘;

1 or 2 stop bits; sohwcre/hcrdwcre handshoke

Standard features/equipment supplied:

Dust cover

AC adapter, varies acc. to country

Built-in calibration weight

Level indicator

Hanger for below-balance weighing

X | X |IX X |X
X | X |IX X |X

* = standard deviation of the reproducibility acc. to DIN 8120, Part 3

68

Mar Martinez Tarrazona
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3.2. Equip aigua miliQ

Especificaciones

Especificaciones del agua
Agua ultrapura (tipo 1) Milli-Q® Integral

Resistividad at 25 °C* 18,2 MQ«<cm

TOC** <=5ppb

Particulas (tamaiio > 0,22 pm)*** < 1 particula/ml
Bacterias <10 UFC/100 mi
Lipopolisacaridos (endotoxinas)**** <0,001 UE/mI
RNasas**** <1 pg/ml
DNasas**** <5 pg/ml

Caudal Hasta 2 litros/minuto

* La resistividad puede mostrarse sin compensacion de temperatura como exige la USP

** En las condiciones analiticas aézropfadas

*** Con los filtros finales Millipak™ o B:opaks

**** Con el filtro BioPak

Estos valores son tipicos y pueden variar dependiendo de la naturaleza y la concentracion de los contaminantes del agua de alimentacion

Agua purificada (tipo Il) Milli-Q® Integral

Resistividad at 25 °C* Normalmente 10 - 15 MQ-cm
TOC <30 ppb
Caudal de produccion 3 I/ (Milli-Q® Integral 3)

5 I/ (Milli-Q® Integral 5)
10 I (Milli-Q® Integra