UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH
Escola d’Enginyeria de Barcelona Est

TREBALL FI DE GRAU
Grau en Enginyeria Quimica

ESTUDI D’ENCAPSULACIO D’UN OLI ESSENCIAL |
AVALUACIO DE TEIXITS FUNCIONALS.

‘/ | {
et
W[l il / M im ! ‘
P/(ﬂf | / { /" I N | '1"'!1"‘«...“_ }

Memoria i Annexos

Autor: Carla Salinas Arnas
Director: Luis Javier del Valle Mendoza
Co-Director: Meritxell Marti Gelabert

Convocatoria: Juny 2020







Estudi d’encapsulacio d’un oli essencial i avaluacio de teixits funcionals.

Resum

En aquest projecte s’ha realitzat un estudi experimental basat en I'encapsulacié de I'oli essencial
d’orenga amb propietats antimicrobianes, determinant les propietats fisico-quimiques de les
nanocapsules, i la posterior aplicacié sobre un teixit funcional. L'objectiu principal és aconseguir
elaborar nanocapsules polimeriques de policaprolactona (PCL) amb un alt rendiment i eficacia
d’encapsulacid. Aquest parametre s’ha mesurat amb les técniques HPLC i espectrofotometria UV-VIS.
Els resultats d’encapsulacié han donat per sota del 50%, un percentatge que es considera insuficient.
També s’ha dut a terme la caracteritzacio de les nanoparticules, mesurant el diametre de les particules,
el potencial zeta i I'index de polidispersitat. Els resultats del diametre han donat entre 177 i 206 nm,
aproximadament. Els valors de potencial zeta son negatius i inferiors al valor absolut de 30. L'index de
polidispersitat ha donat al voltant de 0.22, i s’ha considerat que no hi ha preséncia d’agregats ni

comportament bimodal.

Despres s’ha realitzat una discussio sobre I'aplicacié al teixit a partir de resultats bibliografics obtinguts
d’estudis previs realitzats en el centre d’investigacié IQAC-CSIC. Com no hi havia cap experiment que
coincidis amb les condicions del projecte present, s’ha decidit fer una comparativa dels elements
principals que intervenen en el procés de funcionalitzacié d’un teixit, utilitzant acid gal-lic (GA) com a
principi actiu, en comptes d’orenga. En primer lloc s’han comparat resultats en funcié del tipus de
vehicle. Aquests han estat els liposomes i les micel-les mixtes en comptes de nanocapsules de PCL. S’ha
arribat a la conclusié que els liposomes s’ajusten més als objectius d’un teixit biofuncional. Després
s’han comparat resultats en funcié de dos métodes d’aplicacié: I'esgotament del bany i el fulard. En
aquest cas no s’ha pogut decantar per una tecnica, ja que els dos procediments s’han dut a terme en

diferents condicions, el que fa que no es puguin comparar.

Pel que fa a les fibres, s’"ha comparat I'aplicacié sobre el coté (CO), la poliamida (PA), el poliéster (PET),
I'acrilica (PAC), i la llana (WO). Els teixits que han donat millors resultats, comparant els valors
d’absorcid i desorcid, son CO i PA. Finalment s’ha realitzat la modelitzacié matematica d’aquestes dues
fibres amb microesferes de PCL. S’ha fet un estudi teoric per tal d’explicar el mecanisme d’alliberament
i també s’ha determinat quantitativament el comportament del sistema, a partir d’equacions semi-
empiriques. Amb el calcul del coeficient de difusié (D) ha sigut possible predir el comportament de les
dues fibres i comparar-les. El valor de D és menor en el cas de CO, per tant, la desorcid és més
controlada al llarg del temps que en el cas de PA. Aquest fet s’ha justificat amb el concepte
d’hidrofilitat, comparant I'afinitat que existeix entre principi actiu-teixit i vehicle-teixit. En conclusid,
s’ha comprovat que la solidesa d’encapsular un principi actiu i aplicar-ho sobre un teixit depéen de la
relacié entre teixit, principi actiu i vehicle, pero a demes també s’ha vist com les condicions d’aplicacio

juguen un gran paper.
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Resumen

Con este proyecto se ha desarrollado un estudio experimental basado en la encapsulacidn del aceite
esencial de orégano con propiedades antimicrobianas, determinar las propiedades fisico-quimicas de

las nanocapsulas preparadas y la posterior aplicacidn sobre un tejido funcional.

El objetivo de este proyecto es elaborar nanocapsulas de policaprolactona (PCL) con alto rendimiento
de encapsulacidn. Este parametro se ha medido con las técnicas HPLC y espectrofotometria UV-VIS.
Los resultados de encapsulacién han sido inferiores al 50%, un porcentaje que se considera
insuficiente. En segundo lugar, se ha realizado la caracterizacién de las nanoparticulas, para ello se ha
medido el didmetro de las particulas, el potencial zeta y el indice de polidispersidad. Los resultados del
didmetro han dado entre 177 y 206 nm, aproximadamente. Los valores de potencial zeta son negativos
e inferiores al valor absoluto 30. El indice de polidispersidad ha dado 0.22, y se ha considerado que no
hay presencia de agregados ni comportamiento bimodal. Después se ha realizado una discusion sobre
la aplicacién del tejido a partir de resultados tedricos realizados previamente en el centro de
investigaciéon IQAC-CSIC. Como no se ha encontrado ningln experimento que coincidiera con las
condiciones del proyecto presente, se ha decidido comparar resultados en funcién de las variables que
intervienen en el proceso de funcionalizacidn de un tejido, usando acido galico (GA) como principio
activo, en vez de orégano. Primero se han comparado valores en funcion del tipo de vehiculo. Estos
han sido liposomas y micelas mixtas, en vez de nanocapsulas de PCL. Se ha llegado a la conclusién que
los liposomas se ajustan mds a los objetivos de un tejido biofuncional. Después se han comparado
resultados en funcidon de dos métodos de aplicacién: agotamiento de bafio y foulard. En este caso no
se ha podido decantar por ninguna técnica, ya que los dos procedimientos se han llevado a cabo en

diferentes condiciones, por lo que no se pueden comparar.

Por lo que hace referencia a las fibras se ha comparado la aplicacién del algodén (CO), la poliamida
(PA), el poliéster (PET), la acrilica (PAC) y la lana (WO). Los tejidos que han dado mejor resultado,
comparando los pardmetros de absorcién y desorcidn, han sido CO y PA. Finalmente se ha realizado la
modelizacion matematica de estas dos fibras con microesferas de PCL. Se ha hecho un estudio teérico
para determinar cuantitativamente el comportamiento del sistema, aplicando ecuaciones
semiempiricas. Mediante el calculo del coeficiente de difusion (D), ha sido posible predecir el
comportamiento de las dos fibras i compararlas. El valor de D es menor en el caso de CO, con lo que la
desorcion es mas controlada a lo largo del tiempo que en el caso de PA. Este hecho se justifica con el
concepto de hidrofilidad, comparando la afinidad que existe entre principio activo-tejido y vehiculo-
tejido. En conclusion, se ha comprobado que la encapsulacién de un principio activo i la aplicacién
sobre un tejido depende de la relacidn entre tejido, principio activo y vehiculo, pero, ademdas también

depende de las condiciones en las que se aplica.
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Abstract

In this project, it has been carried out an experimental study based on oregano essential oil
encapsulation. Physical and chemical properties has been determined, and then, biofunctional textile

application is studied.

The main objective is to achieve high encapsulation efficiency of polymeric nanocapsules made of
polycaprolactone (PCL). This value can be measured with HPLC and spectrophotometer techniques.
Encapsulation results are below expectations, because all values are under 50%. About nanoparticles
characterization three measures has been done: particles diameter, zeta potential and polidispersity
index. Diameter results are between 177 and 206 nm, all zeta potential values are negative and under

30. Finally, polydispersity index is around 0.22, so there are not aggregate or bimodal behaviour.

Then, a discussion about textile application has been done. It has been used theoretical results from
previous results done in IQAC-CSIC. There is not any experiment that applies the same conditions as
the present study, so it has been decided to compare main characteristics, which take place in a textile
functionalization. Acid Gallic is used as active principle, instead of oregano. In first place, it has been
compared results considering two vehicles: liposomes and mixed micelles, instead of PCL
nanocapsules. In conclusion, liposomes are better to encapsulate and fit with a functional textile
objective. Then, results are compared taking account two application methods: bath exhaustion and
foulard. In this case, it is not possible to affirm which is better, because application conditions are
different.

It has also been compared results with different textile application. Fibbers considered are cotton (CO),
polyimide (PA), polyester (PET), acrylic (PAC) and wooden (WO). CO and PA both are fibres with the
best results, taking account adsorption and desorption. Finally, mathematical model for these two
textiles is carried out with PCL microspheres. In first place, it has been done a theoretical study in order
to explain the drug mechanism. Then, system behaviour has been determined by semi-empirical
equations. Thanks to diffusivity coefficient (D) it has been possible to predict fibbers conduct and
compare each other. In the case of CO, D value is lower than PA, so desorption is more controlled in
time. This fact could be explained with hydrophilicity concept and comparing the affinity between

principle active-textile and vehicle-textile.

To sum up, it can be affirmed that active principle encapsulation and textile application depends on
the relation between textile, active principle and vehicle, but also the conditions are important enough

to consider it as a variable.
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Glossari

ACN: Acetonitril

CO: Coto

GA 6 ME-GA: Acid Gal-lic
H,0: Aigua

LDD: Limit de deteccid

LDQ: Limit de quantificacio
NC: Nanocapsules

NP: Nanoparticules

OE: Oli essencial

OEO: Oli essencial d’orenga
PA: Poliamida

PAC: Acrilica

PCL: Policaprolactona

PDI: index de polidispersitat
PET: Poli-(etile-tereftalat), poliéster
PHB: Poli (6-hidroxibutirat)
PMLA: Acid poli (8,L-malic)
SPF: Sobre pes de fibra

TLH: Tassa legal d’humitat
WO: Llana
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1. Fonaments teorics

En aquest apartat es parla dels olis essencials, especificament de I'orenga, que es el que s’utilitzara en
el camp experimental, i dels méetodes d’obtencié i aplicacions. També es parla de I'encapsulacié dels
principis actius: utilitat, métodes experimentals, tipus de material que actua com a capsula, entre
d’altres. Un altre aspecte important a definir sén els teixits funcionals, en especific s'aprofundira amb
el poliéster que a més de tenir un gran ventall d’aplicacions és el que s’estudia en I'estudi present. A
més, també s’inclouen altres fonaments com I'aborcié percutania de teixits funcionals o I'explicacié de

la modelitzacié matematica dels teixits biofuncionals (drug delivery).

1.1. Estatde l’art

El teixit cutani huma actua com a barrera protectora separant el nostre organisme de les infeccions de
I'exterior. La pell és I'encarregada de proporcionar funcions vitals com mantenir I'equilibri dels fluids
corporals, prevenir agressions microbianes i protegir els teixits interns. A I’hora, existeixen una gran
guantitat d’infeccions bacterianes associades a la pell, aix0 té logica, ja que és I'organisme que es troba
directament en contacte amb les amenaces externes. Per tant, el teixit huma és I'encarregat de
protegir i actuar com a barrera, perd també el que pateix més lesions i es veu més afectat. Es per aquest

motiu, que el tractament de la pell humana suposa tot un repte des del punt de vista de la medicina.

Un gran nombre d’infeccions cutanies son tractades amb antibiotics, aquests sén Utils per a tractar
organismes resistents als farmacs, perod s’han donat casos en els que la infeccid cutania ha resistit i ha
prevalgut davant d’aquest tipus de medicaments. Per tant, és de gran importancia trobar un remei
antimicrobia adequat, a més d’altres aspectes com la duracié del tractament o la manera de

subministrament del medicament.

L'orenga (Origanum Vulgare), presenta propietats antimicrobianes, al igual que altres olis essencials.
Majoritariament és utilitzada com analgesic i anti-inflamatori. Per aquest motiu, I'orenga sera el
principi actiu en el que se centrara aquest projecte, amb la finalitat de combatre infeccions cutanies

causades per bacteris i microbis.

Els teixits biofuncionals constituits per nanocapsules polimériques sén una gran aposta per al
tractament d’infeccions microbianes cutanies. Aquests teixits tenen la capacitat d’entrar en contacte
directe amb la ferida, retenir la humitat i proporcionar un entorn sa i segur, lliure de colonitzacions
microbianes. Un cop la infeccié ha desaparegut, el teixit és capag de seguir mantenint un bon entorn
amb I'objectiu principal de protegir i assegurar una correcta cicatritzacié de la ferida, a més, alleuja el

dolor i ajuda a aconseguir unes condicions optimes en la zona tractada.
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L’Us de la nanotecnologia com una eina terapeutica ha estat present en els darrers anys en la medicina
i en lainvestigacid cientifica. Les nanoparticules tenen suficient eficacia per lluitar i combatre infeccions
microbianes. Les nanocapsules polimeriques son de les més investigades gracies a les multiples
propietats que presenten i la possible combinacié d’aquestes. Els materials polimerics, tan naturals o
sintetics, son prometedors candidats per a la regeneracié de ferides dermiques i epidermiques. En
I’estudi present és treballara amb el polimer PCL, degut a les seves caracteristiques d’hidrofobicitat, les
multiples biocompatibilitats, la seva lenta degradacio i I'estructura semicristal-lina que presenta, entre
d’altres. El PCL ha estat utilitzat en un gran nombre d’aplicacions biomédiques i és un polimer

prometedor per al disseny de nanoestructures per a I'alliberament de farmacs.

1.2. Olis essencials

Els olis essencials (OE) son substancies quimiques naturals procedents de les plantes aromatiques,
formades per barreges de components volatils i poc solubles en aigua. Es poden obtenir de diferents
parts de les plantes, aixi com de les flors, les fulles, branques, arrels... La seva composicié quimica es
basa en hidrocarburs, alcohols i cetones, que poden ser aciclics, monociclics, biciclics o triciclics [1]. A
més, la composicio pot veure’s afectada per factors com el medi ambient, la procedéncia de la planta

o el metode d’extraccio.

L’Us dels olis essencials i el coneixement de les seves propietats es considera una de les tecniques més
antigues de medicina i cosmetica. Actualment encara tenen un gran ventall d’aplicacions, com per

exemple en el mdn textil, cosmétic, farmaceutic i alimentari.
1.2.1. Metodes obtencio olis essencials

Els dos metodes més importants per a I'obtencié d’OE son la destil-lacié i 'extraccid. La destil-lacio és
el metode més utilitzat, consisteix en extreure I'oli essencial mitjangant vapor d’aigua per diferéncia
de volatilitats. La planta es barreja amb aigua i s’escalfa, per un costat es separa I'aigua i per I'altre I'OE.

Amb aquest metode s’obté un producte amb alt rendiment i puresa.

L’extraccid, en canvi, no s’utilitza tant perque és un procés lent i costds. L’extraccié es pot donar a partir
del procés de centrifugacid o bé mitjancant I'Us de solvents. Els solvents més comuns sén els alcohols,
els hidrocarburs i els eters. L'extraccido amb solvents obté millors rendiments, ja que per centrifugacio
és produeix una gran fricci6 de la materia prima, per tant, suposa un augment incontrolat de

temperatura que porta a una degradacié térmica.
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1.2.2. Oli essencial d’orenga

L'oli essencial d’orenga (OEQO) és un dels més utilitzats degut a les seves caracteristiques
antimicrobianes, antiinflamatories i antioxidants, entre d’altres [1]. L'orenga, nom comu del Origanum
vulgare, pertany a la familia Labiaceae i esta format per un gran nombre d’espécies, sent les més
comuns les procedents d’Europa i Mexic. Segons I'especie d’orenga la composicié canvia, perd
majoritariament esta format per hidrocarburs monoterpens (a-piné, B-piné, p-cimé), sesquiterpens (B-
cariofilé), linalol, terpinen-4-ol i fenols (carvacrol i timol) [1]. El component principal és el carvacrol,
gue suposa al voltant del 68% total de I'orenga [8], i és el component que es fara servir per quantificar

I'OEO en aquest estudi.

A continuacié es mostra el resum de les propietats principals del carvacrol [Taula 1]:

Taula 1. Propietats fisicoquimiques Carvacrol.

Nom comu Carvacrol

5-isopropil-2-metilfenol

Nom IUPAC
2-metil-5-(1-metiletil)-fenol

Férmula molecular C10H140

CH;
OH
Férmula estructural
CH(CHs),
Carvacrol
Massa molar 150,217 g/mol
Punt fusio -272°C
Punt ebullicié -352C

Fenol natural
Altres dades Compost hidrofobic

Soluble en medis hidrofobics
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1.2.3. Aplicacions de I'oli essencial d’orenga

L'oli d’orenga té una gran aplicabilitat sobre la pell. Per exemple, és beneficids en varius, reumatismes
i articulacions rigides. L'esséncia té propietats desinfectants i cicatritzants d’infeccions déermiques

gracies a les qualitats antibacterianes i antiseptiques.

El carvacrol és un dels antiseptics més eficients que existeix. En petita quantitat és capag¢ d’eliminar
patogens com virus, fongs, parasits i bacteries, d’entre altres. Un gran avantatge d’utilitzar remeis
naturals és que els patogens no poden crear immunitat i resisteéncia com passa amb els medicaments

farmaceutics, sobre tot amb els antibiotics.
1.3. Encapsulacié d’olis essencials

L’encapsulacié d’olis essencials permet 'emmagatzematge i proteccid necessaria per aconseguir una
correcta aplicabilitat sobre el teixit [1]. A I’hora d’encapsular substancies s’ha de tenir en compte el
material que actuara de capsula, el métode d’encapsulacié escollit i les condicions d’'emmagatzematge
a les que s’enfrontara el principi actiu. Per tal d’encapsular I'oli essencial d’orenga, es duran a terme
nanoparticules col-loidals formades per polimers. L'escala nanomeétrica és una de les eines més
investigades i utilitzades en la medicina. Les nanoparticules aporten significativament en el diagnostic,
la prevencié i el tractament de malalties. Els polimers sén macromolécules composades d’un gran

nombre d’unitats repetitives. La seva estructura molecular forma una arquitectura de tipus cadena.
1.3.1. Introduccio als sistemes d’encapsulacio

El concepte d’encapsulacié es defineix com I'accié de retencié d’'un compost solid, liquid o gasés. La
funcid principal d’un sistema d’encapsulacié és protegir i conservar el principi actiu davant d’agents
externs, ja que interessa que el compost aporti una série de propietats o caracteristiques al material
en el que s’inclogui el sistema d’encapsulacié en questié. A continuacié, es mostra un esquema

representant de forma general un sistema d’encapsulacié [ll-lustracio 1]:

Nucli

- Obert
» Contenidor

- Amb ruptura
- Tancat

- Sense ruptura

Il-lustracid 1. Esquema resum dels sistemes d'encapsulacio.
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Tot sistema de retencié consta de dues parts: el nucli, que és alld que es vol protegir, i el contenidor o
zona d’envas, que pot ser obert o tancat. El contenidor de tipus obert conté porus o orificis, el principi
actiu pot entrar i sortir del contenidor de manera facil, per tant, és un procés totalment reversible, o
bé la sortida pot resultar més dificultosa i han d’intervenir factors com el pH, la temperatura o la
lluminositat per tal de aconseguir una entrada i sortida més facil. Alguns exemples son les
ciclodextrines, les zeolites, les sepiolites, els dendrimers o les nano y micro esponges. El contenidor de
tipus tancat no és un procés reversible, per tant, un cop el principi actiu s’allibera de I'envas ja no podra
tornar a la situacié inicial. L'alliberacid del principi actiu també dependra d’unes condicions
determinades, com per exemple la humitat. Els sistemes tancats poden tenir dos tipus de
funcionament: amb ruptura, en aquest cas només ens interessa el interior, i sense ruptura, que aqui si
qgue es vol aprofitar la capsula. Per tal d’aconseguir-ho, normalment es juga amb els principis
termodinamics de determinats fluids. Alguns exemples de contenidors tancats sén les microcapsules i
nanocapsules, els liposomes, les nanoparticules lipidics solids o les micel-les. En el projecte present es
realitzara el sistema d’encapsulacié amb nanocapsules, per tant sera un sistema tancat i el

funcionament sera per ruptura.
1.3.2. Nanoparticules

La utilitzacié de nanoparticules és una important area d’investigacio en el camp de l'alliberament de
farmacs, ja que aquests sistemes permeten dirigir una amplia varietat de molécules alliberant-les de
manera sostinguda en el temps [4]. Les nanoparticules es relacionen estrictament amb el concepte de
sistema col-loidal, ja que consta d’una fase dispersa i d’'una fase continua o medi de dispersié. Una
caracteristica imprescindible d’aquests sistemes és la mesura de les particules, la qual ha d’estar
compresa entre 107 i 10°m. Sén sistemes inestables i per tant, no es troben en estat d’equilibri. Les
particules col-loidals poden estar en forma solida, liquida o gasosa. En aquest cas, les particules es

troben en estat solid.

Les nanoparticules engloben els termes nanocapsules i nanoesferes. [Il-lustracié 2] Les nanoesferes son
sistemes matricials esferics, que tenen l'agent actiu dispers en una matriu polimeérica repartida
homogéniament. Les nanocapsules, en canvi, sdn sistemes vesiculars que envolten amb un cobriment

polimeric el principi actiu i controla la seva alliberacio [24].

La seleccié de nanoparticules dependra del métode d’elaboracid, les propietats quimiques, fisiques i

caracteristiques del farmac a encapsular [24].
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Membrane

Drug
particles

Nanocapsule Nanosphere

Il-lustracid 2. Representacié nanocapsula vs nanoesfera. Font [18].

A continuacid es mostra una taula amb les diferéncies principals entre una nanocapsula i una

nanoesfera [Taula 2]:

Taula 2. Diferéncies entre nanocapsules i nanoesferes. Font [4]

Nanocapsula Nanoesfera

2 components o més (com a minim el principi 1 component

actiu i la membrana)

La composicié Si s’altera durant I'Gs La composiciéd NO s’altera durant I'Us

NO solen ser reutilitzables Si solen ser reutilitzables

La seva funcié ve definida pel principi actiu o La seva funcié depen de la forma, la mida, la
nucli, I'estructura quimica de la membrana porositatila composicié de I'esfera.

polimérica.

1.3.3. Variables de les nanocapsules

A I'hora d’escollir el tipus de nanocapsules s’han de tenir en compte un seguit de variables que
condicionaran la qualitat de I'aplicacio del téxtil. El primer aspecte és la naturalesa de la membrana, es
a dir, de la part externa. S’ha de saber si la membrana és o no soluble en aigua, ja que existeixen
diverses estructures polimeriques que permeten I'encapsulacié dels principis actius. Si el material
poliméric és soluble en aigua s’haura d’escollir un procés d’aplicacié que no utilitzi com a base de
transport I'aigua, ja que d’aquesta manera I'Unic que s’aconseguira és dissoldre la nanocapsula abans
de I'aplicacid prevista, per tant el principi actiu no actuara alla on estava previst. Altres aspectes que
s’han de tenir en compte sén la mida de la particula, o la concentracio, és a dir, la quantitat de

nanocapsules que es vol obtenir al final.
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1.3.4. Nanocapsules polimériques

Els sistemes de transport a base de materials polimerics en forma de nanoparticula requereixen
polimers biocompatibles i biodegradables [24]. Hi ha dos tipus de materials polimeérics: els naturals i
els sintetics. Els polimers naturals no tenen aplicabilitat, ja que tenen alt risc de crear infeccions i per
tant, és necessari utilitzar materials sintétics. Alguns exemples que s’utilitzen per crear una amplia
varietat de farmacs sén: I'acid poli-lactic (PLC), la poli-e-caprolactona (PCL), poli (B-hidroxibutirat)
(PHB), Acid poli (B,L-malic) (PMLA), entre d’altres.

De la gran varietat de polimers biodegradables, per tal d’encapsular OEO s’utilitzara la poli-e-
caprolactona (PCL). Es un polimer semi-cristal-li i té una temperatura de transmissié vitria de -602C, a
més el punt de fusid oscil-la entre els 59 i 642C, depenent de I'estructura concreta de PCL. A una
temperatura ambient, el PCL és soluble en cloroform, diclorometa, tetraclor de carboni, benze, tolue,

ciclohexanona i 2-nitroclorur [16].

El PCL té una estabilitat térmica elevada, la seva degradacid és considerablement lenta i te una bona
biocompatibilitat. A més, és un polimer hidrofob amb bona elasticitat, té resistencia quimica i es poc
absorbent de I'aigua [8]. A més, el PCL és més estable que altres polimers en condicions ambientals, és
significativament més barat que altres polimers i és pot obtenir facilment en grans quantitats en el

mercat [16].

El PCL s’obté a partir de la polimeritzacié de la caprolactona [13]. A continuacid, el la il-lustracio 3, es

mostra un esquema de I'obtencié de PCL a partir del monomer:

_ s}
0 + .0 g 0 _
- - Ro— )J\/\/\/O
0 0 0 R

Il-lustracio 3. Procés d'obtencio de la Policaprolactona (PCL). Font [13].

1.3.5. Meétodes d’encapsulacio

Els sistemes d’encapsulacié de manera general consten de tres fases. La primera és la incorporacio o
inclusié de la matéria activa dintre de les nanocapsules. Aquesta fase es realitzara per diferents
tecniques segons si el principi actiu és un liquid o un solid. En segon lloc tenim la dispersié de les
particules del principi actiu o nucli. Finalment té lloc I'estabilitzacié o solidificacié del recobriment, que

conformara la membrana endurint-la i fent que la capsula quedi ben definida.

Hi ha un gran ventall de metodes de preparacié de nanoparticules de poliesters. A I'hora d’escollir el

millor metode s’ha de tenir en compte el caracter fisicoquimic del polimer i el principi actiu [3].
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L’eleccié del métode de preparacié de les nanocapsules dependra del polimer que actua com a capsula.
Tots els metodes tenen com a objectius principals: la utilitzacid de components poc toxics, la
simplificaci6 del procés per tal de produir-ho industrialment i I'optimitzacid de [Ieficacia

d’encapsulacié.

Els principals procediments sén: evaporacié del dissolvent a partir d’una emulsid, nanoprecipitacio,

“salting out” i fluids supercritics [22].

1.3.5.1. Evaporacid del dissolvent a partir d’'una emulsié

Es du a terme una emusificacié d’una solucid organica. El polimer es troba contingut en una solucid
aquosa amb un tensioactiu. La fase organica s’afegeix sobre la fase aquosa mitjancant la
ultrasonificacié. Posteriorment s’evapora el dissolvent organic i esdevé la precipitacié del polimer, com

a conseqlieéncia, es formen les nanoparticules.

1.3.5.2. Nanoprecipitacié

En aquest procediment primer es prepara la fase organica, que consisteix en dissoldre el polimer amb
un solvent polar miscible en aigua. Despres es prepara la fase aquosa en la que el solvent de la fase
organica sigui miscible i el polimer sigui insoluble. D’aquesta manera, a mesura que s’addiciona la fase

organica a la fase aquosa mitjancant agitacié magnetica es produeix la precipitacié del polimer.

1.3.5.3. “Salting Out”

Amb aquest procediment el polimer es dissol amb acetona i es produeix una emulsié de la dissolucid
gracies a l'agitacid mecanica en un gel aquds, on aquest conté electrolits i un estabilitzant.

Posteriorment, el dissolvent i els electrolits s’eliminaran a partir d’una filtracié.

1.3.5.4. Fluids supercritics

En aquesta técnica, el polimer es solubilitza en un fluid supercritic. Aquest fluid s’evaporara
posteriorment mitjancant el procés de generacié d’aerosol, i les particules del polimer precipitaran.

Amb aquest procediment és complicat dissoldre substancies molt polars en CO.,
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1.4. Teixits biofuncionals

Els teixits biofuncionals sén materials que tenen un efecte biologic en la pell humana, a més,
constitueixen la base del sistema de subministrament de substancies farmaceéutiques o cosmeétiques
quan el textil es troba en contacte amb la pell. Els ingredients actius s’incorporen normalment en
vehicles que puguin trencar-se quan es frega el textil en la pell, permetent Ialliberacié dels components

presents amb la finalitat de ser absorbits per la pell [16].

Actualment, ja existeixen en el mercat diversos productes textils que asseguren tenir propietats
hidratants, refrescants, relaxants, revitalitzant, per aprimar, etc. Per tal de comprovar [|'eficacia
d’aquestes caracteristiques és necessari desenvolupar uns metodes d’analisi per tal de comprovar

I'eficiencia i la durabilitat de dites propietats.
1.4.1. Teixit de poliéster

En aquest estudi, s'emprara un teixit de poliéster per tal de preparar el teixit biofuncional amb les

nanocapsules de OEO.

El terme poliester es utilitzat per als materials polimerics que conten grups ester en la cadena principal
de les molécules. També s’aplica a productes derivats dels acids carboxilics i dels diols. Existeix un gran
nombre de poliésters que poden ser preparats variant el contingut dels monomers, perd només alguns
especifics sdn comercialitzats. Tot i que els polimers tenen moltes propietats utils, normalment sén

barrejats o aliats amb altres substancies per tal de reduir algun dels defectes que presenten.

Els poliésters estan classificats en dos tipus: els termoplastics i els insaturats. A més, dintre del grup
dels termoplastics existeixen sis subgrups: polimers aromatics lineals, els quals es divideixen en ftalats
i naftalats, els elastomers, els polimers liquids cristal-lins, I'enginyeria plastica, els polimers alifatics i els

polimers hidroxil-alcanoats.

Els poliesters tenen bona resisténcia a la majoria d’acids minerals, pero els acids sulfurics concentrats
son capacos de dissoldre’ls. El grau de cristal.linitat i I'orientacié molecular determina la resisténcia del
polimer. Les substancies basiques ataquen a les fibres de poliéster de dues maneres: els alcalins forts
dissolen la superficie de la fibra, i les bases febles penetren en les regions no cristal-lines de I'estructura

polimerica.

El poliéster aromatic més important i comercialitzat és el poli-(etilé-tereftalat) [PET]. Es un material de
color blanquinds, insoluble en aigua, resistent a altes temperatures i quimicament estable. La viscositat
intrinseca és una mesura del pes molecular i determina la finalitat del PET. El pes molecular del PET

és 192, I'index refractiu és 1.574 i I'estructura quimica és la seglient [Il-lustraci6 4]:
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I I
o

Il-lustracid 4. Estructura quimica del poliéster (PET).
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Les fibres de PET sdn les més utilitzades en el sector textil, degut a 'amplia varietat de caracteristiques
fisiques i quimiques que presenten en comparacid a altres fibres naturals. Alguns exemples
d’avantatges que presenten les fibres de PET, son: estabilitat dimensional, la tenacitat, la resisténcia a
ser deformat i el baix cost, entre d’altres. A més, el manteniment d’aquesta fibra és senzill, té una bona
resisténcia a tractaments de rentat, a bactéries i microbis. Gracies a la produccié massiva de fibres de

PET, ha sigut possible la fabricacié d’altres fibres sintetiques.

A nivell industrial, el procés de polimeritzacio del PET es produeix en dos passos. Primer es du a terme
I'esterificacié i una condensacid preliminar, i el segon pas és la poli-condensacid o polimeritzacié de

fusio.
1.4.2. Preparacio del teixit biofuncional

Es du a terme el tractament de textils amb I'objectiu principal de transferir al teixit determinades
caracteristiques. Normalment, el procés estara composat per dos o més productes, un d’ells sera
I'aigua i I'altre element sera allo que es vol afegir al teixit, aportant propietats especifiques. El bany
amb aigua es diu que és la fase dispersant, és continua, i I'element que s’afegeix, per contra, és la fase
dispersa, és discontinua i es troba en menor concentracio. Per tant, els elements indispensables per tal
de dur a terme el tractament de téxtils sén: la matéria téxtil, el bany del tractament i el recipient. Es

d’importancia tenir en compte les condicions del procés, aixi com el temps, la pressid o la temperatura.

Hi ha dos opcions d’aplicabilitat: el producte pot entrar dins de la fibra o bé pot quedar localitzat només
a la superficie. La condicié indispensable per aconseguir una correcta aplicacid és que el producte que
es vol afegir, que en aquest cas son les nanocapsules contingudes d’oli essencial, tingui afinitat amb el
teixit. L’afinitat es pot mesurar per la hidrofilitat, és a dir, si la fibra té major o menor tendéencia a
absorbir aigua, a 'hora també es podra saber si les nanocapsules seran absorbides pel teixit amb major
o menor dificultat. Dit d’una altre manerj, si la fibra i el contenidor de les nanocapsules son hidrofobs,
aquests tendiran a atreure’s i a repellir I'aigua. Els teixits poden absorbir aigua de dues maneres
diferents: per imbicid, és quan es submergeix la fibra dintre del bany i aguesta absorbeix una quantitat
determinada de liquid. Per altre banda, tenim TLH (la tassa legal d’humitat), que defineix la humitat
que és absorbida per les fibres de I'ambient [4]. Segons la regulacid, la quantitat legal que ha d’absorbir
100 grams de fibra ve donada pel que seria la tassa legal d’humitat. Aquesta tassa ens permet comparar

diferents fibres. A continuacié es mostren alguns exemples [Taula 3]:
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Taula 3. Valors de la tassa legal d'humitat per a determinades fibres. Font [4]

Fibra TLH
Llana 17-18,25
Viscosa 13
Lli 12
Seda 11
Cotoé 8,5
Poliamida 4
Acrilica 2
Poliester 1,5

Aquestes dades impliquen que si la tassa legal d’humitat és baixa, com el cas del poliéster, per imbicié

absorbiran menys humitat, per contra, si la tassa legal sigui alta, per imbicié absorbiran més humitat.

Per a poder controlar aquest tipus de processos existeixen uns parametres i terminologia que s’han de
tenir en compte [Taula 4]:

Taula 4. Parametres que influeixen en el procés de tractament de textils. Font [4]

Parametre Unitats
Pes de la mateéria [g 6 Kg]
Volum del bany (16 ml]

Relacio del bany

Expressio de la concentracio (relacid) ---

Percentatge del producte a afegir [%]
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La relacié del bany fa referencia a la proporcio entre el pes de la materia téxtil i el volum de bany que
servira per a tractar dita matéria. Normalment els valors de la relacié del bany oscil-len entre 1,20 i
1,40 [4]. L'expressié de la concentracié és la relacié entre I'aigua i el producte (nanocapsules) que es
vol afegir.

A nivell industrial existeixen tres tipus de procés, que es diferencien per les caracteristiques del propi
bany. El procés d’esgotament és discontinu i requereix grans volums d’aigua, el procés d’'impregnacio
és continu i les quantitats de fase dispersant sén baixes, finalment, amb els processos especials es

redueix el consum d’aigua i productes al maxim.
1.4.3. Absorcié percutania del principi actiu des del teixit biofuncional

La pell és I'd0rgan més gran del cos i actua com a protector aillant 'organisme del medi. Les seves
caracteristiques varien al llarg de tot el cos, com per exemple el grossor, el color o la textura. Alguna
de les seves funcions principals sén: regular la temperatura, emmagatzemar aigua i greix, proteccié de
patogens, entre d’altres. La pell esta composada per I'epidermis, la dermis i I’hipodermis. L'epidermis
és la capa més externa i prima que conté les cel-lules escamoses, les basals i els melanocits. La dermis
és la capa intermitja, la qual conté els vasos sanguinis, els nervis, les glandules sudoripares, etc.

L’hipodermis és la capa més profunda i gruixuda, la qual conté col-lagen i greix.

Il-lustracio 5. Representacio capes teixit cutani. a) Epidermis, b) Dermis, c) Hipodermis. Font [24].

La funcid de barrera de la pell s’atribueix al estrat corni. Aquest es troba situat en la part més externa
de I'epidermis, és a dir, I'estrat corni es troba en contacte directe amb I'exterior. Existeixen dos tipus
de cami en la penetracié de l'estrat corni: la ruta intercel-lular i la ruta transcel-lular. La ruta
intercel-lular penetra la capa filtrant-se entre els corneocits, cel-lules queratinitzades de la capa cornia,

i la ruta transcel-lular els travessa.
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Il-lustracio 6. Representacio de la ruta intercel-lular i la ruta transcel-lular. Font [4]

Els factors principals que determinen la manera com el principi actiu travessa la barrera cutania i
penetra en els diferents estrats de la pell, son: la capacitat de reserva de propietats del principi actiu

que tingui el téxtil, el tipus de contacte amb la pell i 'oclusié de la pell.

Els teixits biofuncionals tenen la capacitat de retenir les nanocapsules i alliberar-les quan la tela entra
en contacte amb la pell. El principi actiu que es troba contingut dintre de les nanocapsules pot ser un

medicament amb propietats curatives o bé una substancia amb finalitats cosmétiques.

Un dels principals avantatges d’utilitzar nanotransportadors és la lenta i continua alliberacié del farmac
del teixit a la pell. Des del punt de vista medic, aquest metode pot ser un dels millors, ja que d’aquesta
manera s’eviten els efectes secundaris i el medicament actua només alla on és necessari. El sistema ha

de garantitzar la dosi necessaria pero evitar la concentracié toxica minima.

Alguns factors que influeixen en I'Us de nanocapsules per a I'absorcio percutania son: el pes molecular,
el tipus de formulacié o si hi ha preséncia de potenciadors quimics de penetracid. A més, el nivell

d’hidratacid de la pell influeix en la determinacié del grau d’absorcié percutani del principi actiu.

L'eficacia d’'un producte en I'aplicacid cutania dependra de la relacié entre els coeficients de

permeabilitat i les caracteristiques quimiques del farmac [11].

Les nanoparticules poden ser dissenyades per tal d’obtenir unes caracteristiques fisicoquimiques
determinades, amb la finalitat d’interactuar amb les diferents capes de la pell. En les alliberacions més

tipiques el farmac sol fer-ho en I'epidermis o en la dermis.
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Els teixits biofuncionals poden ser fibres naturals com per exemple el cotd, fibres artificials com les

cel-lulosiques o bé poden ser fibres sintetiques com poliamides o poliesters.

Mitjancant la metodologia in vitro d’absorcié percutania és possible la deteccid del principi actiu que
penetra en la pell [15]. Existeixen tres técniques principals per mesurar i quantificar la penetracio i
permeancia de la pell. El métode de difusid de la cel-la és la tecnica estandard per mesurar la
permeacio de la pell, la reflectancia total atenuada d’infrarojos (ATR-FTIR), que és un metode més
actual, i finalment, també s’utilitza el metode “tape stripping”. Aquestes tres tecniques sén utilitzades
per obtenir resultats quantitatius per a determinar els parametres de transport de la pell i per a

aconseguir una estratégia de millora.

1.4.4. Modelitzacié matematica: drug delivery de teixits biofuncionals

Previament a aquest projecte, el grup de recerca del IQAC ja ha estudiat I'encapsulacié de principis
actius i la seva posterior aplicacié sobre teixits, en concret I'acid gal-lic microencapsulat i aplicat sobre

teixits de cotd i poliamida [2], [15].

Per modelitzar el mecanisme d’alliberament del principi actiu es pot tenir diferents perfils d’alliberacio
teorics. Existeixen quatre corbes teoriques que mostren les diferents situacions possibles [ll-lustracid
7.

Percent drug released

Time

Il-lustracio 7. Representacio quatre perfils possibles d'alliberacié d'un agent actiu. Font [15].

La corba A mostra un comportament ideal en el que la velocitat d’entrega és constant. Representa una
velocitat controlada mitjangant la difusié de les molécules del agent actiu a través de la membrana

externa.
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Si algunes molecules de la situacid A queden retingudes en la carcassa, es produira un retard en
I'alliberacié. Quan les nanocapsules migren cap a I'exterior, es produeix un efecte d’explosid. Aquest

fenomen es representa en la corba B.

La corba C té lloc quan la capsula es comporta com a esfera, és a dir, les molécules encapsulades sén
dispersades per la matriu polimérica. La corba C representa el percentatge de principi actiu alliberat en

base a I'arrel quadrada del temps.

Finalment, I'alliberacié de primer ordre ve donada per la corba D. Aquesta tendéncia sera ideal quan

es representi el logaritme del percentatge del material del nucli en base al temps.

Per tal de donar explicacié a l'alliberament del principi actiu d’un sistema poliméric s’utilitzaran
equacions semiempiriques. La primera equacié a utilitzar és la de Korsenmeyer-Peppas [Eq.1]:

M _gogm

M, [Eq.1]
On M, és la quantitat de farmac alliberat en el temps, M, és la quantitat maxima del farmac alliberat
en temps infinit, K és la constant de velocitat d’alliberacié del farmac i n és un coeficient de difusié que
depen de la geometria del sistema. Segons el valor de n es tindra un mecanisme o altre d’alliberacio

[Taula 5].

Taula 5. Classificacio dels sistemes de Drug Delivery segons el valor de n. Font [15].

n Sistemes Drug delivery
n<0.5 Mecanisme de difusio de Fick
0.5<n<1 Difusié anomala
n21 Mecanisme d’ordre zero

El transport de sistemes polimeérics en funcio del temps pot ser descrit gracies a la segona llei de Fick,

la qual suposa que la difusio de I'agent actiu és una superficie plana.

1/2

L]

M_oo “\ 752 [Eq.2]

On D és el coeficient de difusié de I'alliberament del farmaci § és 'amplada de la matriu plana. El valor
de D ens proporciona informacio sobre el transport de massa del sistema. Com menor sigui el valor de

D, major sera el temps de transport.

UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH
Escola d’Enginyeria de Barcelona Est

32



Estudi d’encapsulacio d’un oli essencial i avaluacio de teixits funcionals.

Finalment, és possible calcular la constant d’alliberacié del farmac gracies a I'equacié de Higuchi. Es du

. g M .
a terme a partir de la grafica de M—t en funcié de t*2.

o]

M,
_=K-t1/2
M

oo [Eq.3]
L’alliberament del principi actiu des del teixit es fa en condicions de bany semi-infinit en un bany de
serum fisiologic on els teixits tractats es submergeixen. L'estudi cinétic permet determinar el

comportament d’alliberament del principi actiu aplicant les equacions esmentades.
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2. Plantejament i objectius

L'objectiu inicial del projecte era encapsular I'oli essencial d’orenga mitjangcant nanocapsules
polimeriques i posteriorment aplicar-les a un teixit funcional amb propietats antimicrobianes. A més,
determinar les propietats fisicoquimiques de les nanocapsules i calcular I'eficiéncia d’encapsulacio del
principi actiu, aixi com altres caracteristiques. Després de dur a terme la funcionalitzacié del teixit de

poliester la intencié era estudiar I'absorcié percutania.

Degut al canvi de condicions, la planificacid i estructura del projecte s’han vist afectades. El que havia
de ser un treball experimental s’ha hagut d’adaptar ampliant la part teorica i bibliografica, ja que per
raons obvies no s’ha pogut continuar amb els experiments. Al laboratori s’"han pogut realitzar dues
mostres de nanocapsules, la caracteritzacié i estudi de propietats d’aquestes, a més també s’ha pogut

calcular I'eficacia d’encapsulacié amb les tecniques espectrofotometria UV-VIS i HPLC.

La segona part experimental, que consistia en I'aplicacié de les nanocapsules al téxtil s’ha hagut de
realitzar teoricament. Tant el principi actiu, com el vehicle de les nanocapsules i el teixit d’aplicacié a
estudiar sén diferents als plantejats inicialment. La rad és que no s’han trobat estudis, amb les mateixes
caracteristiques, realitzats anteriorment. El principi actiu que s’analitza és I'acid gal-lic (GA). Amb
aquest compost s’han estudiat nombroses combinacions de vehicle i teixit, per tant, s’ha decidit
aprofitar aquesta informacio per poder comparar les variables més significatives que intervenen en un
sistema d’encapsulacio. Els vehicles que s’analitzaran seran liposomes i micel-les mixtes. Els teixits
d’aplicacié a comparar sén principalment la poliamida (PA) i el coté (CO), pero també es fara mencid a
altres teixits, aquests son la llana (WO), el poliéster (PET) i I'acrilica (PAC). També s’ha realitzat una

comparacié entre els metodes d’esgotament de bany i fulard, en les mateixes condicions.

Finalment es fa un estudi aplicant el model matematic explicat en I'apartat 1.4.4. Aquest apartat servira
per acabar de determinar quin téxtil, si el CO o PA, s’ajusta més als objectius d’un teixit funcional. Es

podra determinar a partir de la constant de Higuchi i del coeficient de difusié.
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3. Materials i métodes

En aquest apartat s’inclou tots aquells materials i metodes que s’han utilitzat, o bé, es tenia previst

utilitzar quan es van proposar els objectius inicials.

3.1. Materials

Oli essencial d’orenga obtingut del laboratori Terpenic, de Barcelona. Per la preparacid de les
nanocapsules s’ha utilitzat policaprolactona (PCL), amb una massa molecular mitjana de 45.000 g/mol,
monooleat sorbita (Span 80), el Polisorbat 80 (Tween 80) i I'acetona, que s’utilitza com a solvent
organic del PCL, han estat obtinguts de Sigma-Aldrich, de Madrid. L’acetonitril (ACN), utilitzat en la
tecnica HPLC, i el metanol utilitzat en la cromatografia UV-VIS s’ha obtingut de 'empresa Fisher. El
teixit de poliéster (PET) utilitzat ha sigut un teixit de calada estandarditzat Style 777 (ISO 105-F04:
2001).

3.2. Meétodes

3.2.1. Preparacidé nanocapsules

Per tal d’encapsular OEO es dura a terme el métode de nanoprecipitacid, també anomenat substitucié
del dissolvent. Aquest metode és adequat per encapsular principis actius hidrofobics, a més, consumeix

poca energia ja que Unicament requereix agitacio.

Per a dur a terme el procediment primer es barreja el polimer, el principi actiu i un estabilitzant amb
un dissolvent polar miscible en aigua, com per exemple acetona o etanol. Aquesta solucid, anomenada
fase organica, es barreja amb un no solvent sota agitaci6 magnetica. El no-solvent o fase aquosa és
miscible amb el dissolvent polar i no és miscible amb el polimer, fent que el polimer precipiti. Les
particules es formaran instantaniament per una rapida difusié amb el dissolvent en el medi aquds [4].
Es de gran importancia barrejar la part solvent amb la no solvent gota a gota, per tal d’obtenir una

eficacia elevada en la formacioé de nanoparticules.

Finalment es porta la dissolucié a rotaevaporar amb la finalitat que el dissolvent polar s’evapori.
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Il-lustracio 8. Representacio del procediment de nanoprecipitacio. Font [12]

A continuacié es detalla el procediment a seguir:

Elaboracio fase organica:

1. Preparar en una botella ambre el pes de principi actiu, el de span 80 i el volum de PCL i acetona
(17ml). Finalment netejar amb els 10 ml d’acetona restants.
2. Afegir agitador magnétic i col-locar placa agitadora durant 1 hora entre 400 i 700 rpm.

Elaboracio fase aquosa:

1. Preparar en un vas de precipitats: el pes de Tween 80 i el volum de I'aigua milli Q (desionitzada).
S’obté una solucié transparent.
2. Afegir agitador magnetic i deixar agitant entre mitja i una hora a 500 rpm.

Elaboracid de la emulsié de nanocapsules:

1. Estant la fase aquosa en agitacié magnetica s’encén la placa calefactora a 35-409C.

2. Afegir la fase organica gota a gota. La solucid passara de tenir un aspecte transparent a tenir un
aspecte blanc amb reflexa blau, caracteristic en les emulsions d’aquest tipus.

3. Deixar en agitacié magneética durant uns 20 minuts (sense la placa calefactora).

4. Passar 'emulsio a un matras de fons rodd i rotaevaporar o evaporacion rotativa a 402C durant una
hora i mitja o dues, fins que desapareix totalment I'olor de I'acetona. S’obté una solucié molt més
concentrada i completament d’aspecte lletds.

5. Mesurar en una proveta el volum final de I'emulsié de les nanocapsules.

6. Guardar la solucié ben retolada i identificada en la nevera.
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3.2.2. Caracteritzacié de les nanoparticules

Per tal de caracteritzar les nanocapsules es duen a terme tecniques instrumentals, que son méetodes
gue apliqguen magnituds fisiques o fisicoquimiques i requereixen de la intervencié d’instruments. La
caracteritzacié és necessaria per a coneixer les propietats d’'una matéria i poder determinar la seva

utilitat i aplicabilitat.

La caracteritzacid de les nanoparticules es basa en la mida de la particula, la morfologia i la carrega de
la superficie. Existeixen nombrosos métodes i eines per a la caracteritzacid de les nanoparticules.

L’estudi present es fara mitjancant el Zetasizer nano ZS de Malvern.

Poder determinar la mida mitjana de les particules (z) és vital per estudiar I'alliberament i orientacié
del farmac. Aquest parametre és el més estable d’aquesta técnica. La particula ha de ser monomodal,
és a dir, presentar un sol pic, a més de tenir forma esferica o semiesférica. L'aparell permet la mesura
de les particules amb un angle de 1732 dintre d’un rang de 0,6nm a 6 micres. Cal recalcar que el valor
de z és un parametre hidrodinamic, per tant, només s’aplica a particules que es trobin en dispersio o

molecules en solucié.

Com menor sigui la mida de les particules, més rapid sera I'alliberament del principi actiu contingut. A
més, la degradacid i estabilitat del polimer també poden veure’s afectats degut a aquest factor [3]. La
carrega superficial i intensitat determinen la interaccid de les nanoparticules amb I'entorn biologic [3].
L'estabilitat del material s’analitza, normalment a través del potencial zeta, que és una mesura
indirecta de carrega superficial. L'objectiu és obtenir valors absoluts elevats de potencial zeta, ja siguin
positius o negatius, per a poder garantir estabilitat i evitar agregacidé de particules [3]. Un altre
parametre rellevant és I'index de polidispersitat (PDI). Aquest és un nimero calculat a partir d’un ajust
de les dades de correlacié, és a dir, a partir de I'analisis d’acumulants. Es adimensional i amb valors
compresos entre 0y 1. Els valors superiors a 0,7 indiquen que la mostra presenta una distribucié molt

amplia i per tant, aquest metode no és el més indicat.

A partir de les representacions grafiques també es pot extreure informacié sobre la qualitat de la

mostra [Grafic 1]:
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Grafic 1. Representacio grdfica sobre la qualitat de la mostra a partir del Zetasizer. Grafic de temps en funcio al coeficient de
correlacid.

Aquest grafic dona informacié sobre la qualitat de la mida de les particules. Un comportament similar
al assenyalat indica que el rang de polidispersitat és entre baix i mitja, ja que la pendent de la corba és
pronunciada i segueix un trajecte continu, és a dir, no hi ha canvis de pendent en el tram descendent,

per tant, es pot confirmar que no hi ha distribucié bimodal.

Un altre factor a tenir en compte és la linia de base, si aquesta és plana vol dir que no hi ha preséncia

de particules grans o agregats, per tant, s'assumeix que totes les particules tenen una mida petita.

Per a mesurar la mida mitjana de la particula es pot agafar una mostra directament de les nanocapsules
preparades, perd per analitzar el potencial zeta s’ha de diluir la mostra. En el present estudi s’ha diluit

en una proporcio 1:50.
3.2.3. Avaluacié de I’eficacia d’encapsulacié

Per tal d’avaluar [l'eficacia d’encapsulacid6 de les nanoparticules s'utilitzaran 2 meétodes:
I'espectrofotometria UV/VIS i HPLC. Per tal de fer I'analisi primer s’ha de preparar la mostra per
accelerar el procés de precipitacié mitjancant una centrifuga. S'utilitzara la centrifuga refrigerada

Biocen 22R, que és capac de separar els components d’'una mescla homogenia.

Un solid sedimenta o flota depenent de la seva densitat respecte del liquid. Per al cas de les

nanoparticules, la seva densitat és major a la del liquid i per tant, el solid sedimentara.
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Per a dur a terme el procediment primer es pipeteja 1 mil-lilitre de mostra i s’Taboca en un Ependor. Es
centrifuga durant 20 minuts a 9.000 rpm i 42C. Un cop finalitzat aquest procés s’observara com certa
part de la dissolucié ha precipitat. Es treu el sobrenedant i es guarda, ja que posteriorment també
s’analitzara. S’afegeix 1ml d’aigua Milli Qi es torna a centrifugar 15 minuts en les mateixes condicions

de velocitat i temperatura. Aquest procediment es repeteix un total de 3 vegades.

Finalment s’afegeix 1ml del dissolvent a utilitzar, en el cas de I'espectrofotometria sera el metanol i en
el cas de HPLC sera una barreja d’ACN/H,0 al 50%. Les condicions de temperatura i revolucions seran

les mateixes durant 5 minuts.

Per tal d’analitzar el sobrenedant també s’haura de barrejar amb els dissolvents adients a cada técnica,

obtenint dissolucions de concentracié coneguda.

3.2.3.1. Espectrofotometria UV/VIS

L’espectrofotometria és una técnica que s’utilitza per a mesurar la quantitat de llum que absorbeix una
substancia quimica. Aquest métode es basa en la llei de Beer-Lambert, que relaciona la intensitat de

llum entrant en un medi amb la intensitat que surt.

Amb aquesta técnica es mesura I'absorbancia per a diferents concentracions a una mateixa longitud
d’ona. Els criteris fonamentals per a escollir la longitud d’ona a la que es treballara sén: el pic més
elevat, millor definit i com més a la dreta es trobi el pic, major longitud d’ona i més qualitat, ja que es

troba més a prop de la zona visible.

Un cop la longitud d’ona esta fixada es procedeix a la realitzacié de la recta de calibratge. Primer de
tot es fa una mesura només amb el dissolvent, ja que aquesta sera la referencia. Després ja es pot
procedir a mesurar I'absorbancia per a diferents dissolucions de concentracié coneguda. Les
concentracions han estat escollides amb la tecnica del tanteig, amb la intencié que la mostra a analitzar
quedi dintre de la recta. Es d’estricta necessitat que les dissolucions es facin exactes, ja que només es

considerara valida una recta que tingui el valor de R? superior a 0,99.

Finalment es pot saber la concentracid de les mostres aplicant la recta de regressio, amb aquests

resultats es podra valorar I'eficiéncia d’encapsulacid de les nanocapsules d’orenga.

3.2.3.2. HPLC

La técnica HPLC és un tipus de cromatografia en columna on la fase mobil és un liquid bombejat a alta
pressié. Aquest metode separa els components en funcid de la interaccié de polaritat. Quan la fase
mobil es apolar i la fase estacionaria polar, es diu que I’'HPLC és de fase normal. En canvi, si la fase mobil

és polar i la fase estacionaria apolar, es diu que I'HPLC és de fase inversa.

UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH
Escola d'Enginyeria de Barcelona Est

39



Memoria

La mostra a analitzar és el carvacrol, que es un compost polar. Aquest ha de tenir afinitat amb la fase
mobil, per tant, les seves polaritats han de ser similars. Es per aixd que sera millor utilitzar la técnica
HPLC de fase inversa. La fase mobil que s’utilitzara és una barreja de ACN/H,0 al 50%, i la fase
estacionaria sera una columna C18, un detector de raigs de diode adient compatible amb la longitud

d’ona de la mostra.

Per tal de poder determinar la concentracié d’oli encapsulat es realitzara un procediment molt similar
al de I'altre técnica: es realitzara una recta de calibratge pel métode del tanteig i despres es procedira

a analitzar les mostres. En aquest cas es detectara i quantificara el carvacrol.
3.2.4. Preparacio del teixit funcional

Un cop preparades i caracteritzades les nanocapsules de PCL amb OEO s’aplicaran sobre un teixit de
PET per esgotament del bany seguit d'un escorregut en fulard. Totes les mostres han d’estar
condicionades a temperatura de 20+22C i amb una humitat relativa de 65+5%, han d’estar a la sala
acondicionada 24 hores abans de pesar-les i a continuaciéd fer el tractament. L'aplicacié de
nanocapsules de PCL en teixit es realitza per triplicat, amb una relacié de bany 1/10 ( 10ml de bany per

cada 1 gram de teixit). El bany s’ha de trobar a 402C i sota agitacid de va-i ve durant 1 hora.

Per facilitar la penetraciéd mecanica del bany dins el teixit, aquest es passara pel fulard Pad-drier, a una
pressid que permeti un pick-up del 90%. El teixit tractat s’assecara a 402C en una estufa i finalment es
deixara 24h a les condicions normals de temperatura i humitat relativa (22 + 22C i 55 # 59C,
respectivament), i es tornara a pesar. La quantitat de producte aplicat es calculara per diferencia de
pes, i finalment es quantificara el contingut de OEO mitjangant I'extraccié i posterior deteccié de
carvacrol per HPCL-DAD.

Les condicions de tractament del PET s’optimitzaran segons es mostra a la taula 6, variant la

temperatura del bany, el temps i el nombre d’aplicacions a fer:

Taula 6. Condicions de tractament del PET en el bany.

Parametre Valor

Relacié de bany (RB) 1,10-1,50

Temperatura [2C] 60-100
Temps [h] 1-3
Pes del teixit [g] 2
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3.2.5. Determinacio de carvacrol en el teixit

Per tal de determinar el contingut OEO en els teixits tractats, s’extreu el OEO de les teles mitjancant la
técnica de sonificacid. Aquest métode es basa en submergir 0,1g de teixit en una mescla d’ACN/H,0
(80:20) i sonicar la barreja durant 1 hora. Les mostres es tallen en mesures de 2x2cm? i es col-loquen
en virals de 20ml on es troba contingut la mescla d’ACN/H,0. Despreés el liquid es filtra i s’analitza amb
la técnica HPLC, quantificant el carvacrol present als extractes, per saber la quantitat d’OEO present en
les mostres. Aquest procediment es podria fer amb altres dissolvents per tal de veure les possibles

afinitats amb altres medis.
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4. Resultats

En aquest apartat s’inclou la discussidé de resultats. Com ja s’ha indicat anteriorment en |'apartat
d’objectius, els resultats es troben dividits en dues parts. La primera part, que inclou la preparacié de
les nanocapsules i la seva caracteritzacié, s’han realitzat al laboratori. La segona part, que inclou

I'aplicacié al textil, s’ha fet una discussié de resultats d’estudis previs.

4.1. Preparacié nanocapsules

Les nanocapsules s’han preparat per duplicat per obtenir suficient volum per aplicar sobre el teixit de
PET, seguint la metodologia explicada en I'apartat 2.

Taula 7. Volum i pH de les dues mostres de nanoparticules preparades.

Numero de réplica Volum (ml) pH
1 55 5,5
2 54 51

El valor total del volum després d’haver evaporat tota la acetona té un valor de 109 ml. El pH mitja és
de 5,3. La mesura de pH és important tenir-la present a I’'hora de justificar la coheréncia del signe del
resultat de potencial zeta, ja que, segons el valor d’aquest i comparant-lo amb el valor de pKa, sera

possible determinar si la molécula esta en forma protonada o desprotonada.

4.2. Caracteritzacié nanocapsules

Mitjancant el Zetasizer s’ha pogut determinar el valor del diametre, I'index de polidispersitat i el
potencial Z. S’"han mesurat aquests parametres per les dues répliques preparades de nanocapsules. Es
comprova que els valors mesurats sdn similars en les dues répliques, es barregen donant com a resultat
una Unica dissolucié i es tornen a mesurar els parametres una ultima vegada, un total de tres

repeticions.

Taula 8. Mitjana dels resultats de la caracteritzacio amb Zetasizer de les dues repliques realitzades.

Reéplica Diametre [nm] index Polidispersitat Potencial Z

1 177,1 0,217 -18,6

2 206,1 0,215 -20,8
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Es pot apreciar com els valors de diametre de la replica n22 sén més elevats que els de la réplica 19, no
obstant, els valors de I'index de polidispersitat sén molt similars. Els valors del potencial Z sén negatius
perque l'acid carboxilic, que es troba en un extrem del polimer PCL, sembla estar desprotonat, per

tant, produeix una carrega negativa [ll-lustracié 9].

%O
Il-lustracio 9. Terminacio de I'estructura molecular protonada de PCL.

Per demostrar aquesta afirmacio s’aplicara la relacié de Henderson-Hasselbalch:

pH = pK, + logm
A [HA] [Eq.4]
On [A7] és la forma desprotonada i [HA] és la forma protonada. Quan el pH és igual al pK, de I'acid,
vol dir que hi ha la mateixa quantitat de la forma protonada i desprotonada. El pK 4 de I'acid carboxilic
pren un valor de 4, depenent de la llargada de la cadena. Com el valor de pH és major al valor del pK 4,

gueda justificat el resultat del potencial zeta mesurat.

Per a que un sistema es consideri estable ha de tenir valors absoluts de potencial Z superiors a 30. En
aquest cas cap de les mesures arriba al valor indicat pero cal destacar que la replica n22 és la que té
més qualitat de mostra. L'Ultim parametre a observar és la qualitat grafica de les dues répliques [Grafic
2]
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Grafic 2. Representacio temps en funcio del coeficient de correlacio de les dues répliques.

Per ambdues grafiques es pot observar com la linia de base és gairebé totalment plana, per tant no hi
ha preséncia de particules grans o agregats. A més, la pendent indica que I'index de polidispersitat per

a les dues mostres és correcte i no hi ha comportament bimodal.
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En definitiva, es pren la decisié6 a partir dels valors obtinguts, que es poden barrejar les dues
dissolucions per a formar una Unica. Finalment, es torna a mesurar un cop més els parametres

mitjancant el Zetasizer [Taula 9].

Taula 9. Mitjana dels resultats de la caracteritzacio de la dissolucié conjunta.

Barreja nanocapsules Diametre [nm] index Polidispersitat Potencial Z

Mitja 174,6 £3,24 0,20 -25,3

4.3. Avaluaciod de I’eficacia d’encapsulacio

Per tal de calcular I'eficiéncia d’encapsulacié s’han utilitzat les técniques d’espectrofotometria UV-VIS
i HPLC. Amb I'espectrofotometria s’ha determinat aquest parametre a partir de la concentracio de I'oli

essencial, amb la tecnica HPLC, en canvi, s’ha mesurat mitjangant la concentracié de carvacrol.

Amb I'espectrofotdmetre s’han preparat mostres amb el sobrenedant resultant de la centrifugacid,
seguint el procediment explicat en I'apartat 3.3. S’han pipetejat 20l i s’ha diluit a 1ml amb metanol.
Abans d’analitzar aquestes mostres, s’ha hagut de preparar la recta de calibratge amb diferents

concentracions conegudes d’oli essencial d’orenga.

. y =6,9942x + 0,0264
Recta de calibratge R?=0,9995

2,5

‘I—‘
(6]

Absorbancia
=
»

o
&
| J

o ¥
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Concentracié (mg/ml)

Grdfic 3. Representacié de I'absorbancia en funcid de la concentracié amb la tecnica de I'espectrofotometria UV/VIS.
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Tal i com es pot apreciar [Grafic 3], la recta té un comportament lineal i constant, amb concentracions
des de 0,002 fins 0,28 mg/ml i amb absorbancies des de 0,007 fins gairebé un valor de 2. L’equacié que
representa el grafic és: Y = 6,9942X + 0,0264 amb un valor de R? = 0,9995, per tant, el resultat es

considera fiable.

Un cop es té I'equacié de la recta de calibratge, es pot calcular la concentracié de sobrenedant

analitzada a partir de les dades d’absorbancia obtingudes en la taula [10].

Taula 10. Valor mitja d'absorbancia i calcul de concentracid a partir de la recta de regressio.

Mostra sobrenedant Absorbancia Calcul concentracié (mg/ml)

Mitja 0,4773 3,19

Per tal de calcular I'eficacia s’aplica el métode indirecte:

(Concentraci6 teorica — Concentraci6 sobrenedant)

0 Y- 1
% encapsulaci6 Concentracid6 teorica 00 [Eq.5]
649,09mg mg

.  Crogmr 31990 .
Y% encapsulacié = 649,09mg = 49,73%
102 ml [Eq.6]

El valor d’encapsulacio es insuficient, ja que és inferior al 50%. Els calculs s’han realitzat amb els valors
teorics, és a dir, amb els mg d’oli essencials pesats al principi i els ml de dissolucié obtinguts desprées de

la rotaevaporacio.

Amb la tecnica HPLC s’ha seguit un procediment molt similar, primer s’ha realitzat |a recta de calibratge
i posteriorment s’ha calculat la concentracié de les mostres a partir de I'equacié obtinguda. En aquest
cas s’analitza carvacrol en comptes d’oli essencial, per tant, no es podra calcular I'eficacia amb els valors

teorics i s’hauran d’analitzar experimentalment.
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. y = 68289x - 9643,2
Recta calibratge R = 0,9999
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Grafic 4. Representacio de I'area en funcio de la concentracio amb la técnica HPLC.

L’equacié obtinguda és Y = 68289x — 9643,2 amb un valor de R? = 0,9999, per tant, la recta de

calibratge es considera fiable. En aquest cas el dissolvent de la mescla és ACN/H,0 al 50%.

Amb els resultats de la recta s’han calculat els limits de deteccié i quantificacid mitjangant I'analisi
residual.

Taula 11. Limit de deteccid i limit de quantificacio en termes de concentracic i area.

Parametre Concentracié (ug/ml) Area (UA)

LDD 0,15 564,88

LDQ 0,45 21290,37

Al observar la taula es pot concloure que, si s’obté un pic d’area inferior a 564,88 la mostra es trobara
en una concentracid per sota del limit de deteccio, i si I'area del pic és inferior a 21290,37 la mostra
tindra una concentracié per sota del limit de quantificacié. Dit d’una altre manera, si es vol detectar
una mostra aquesta haura de tenir una concentracid superior a 0,15 pg/ml, i si es vol quantificar una

mostra aquesta haura de tenir una concentracié superior a 0,45 pg/ml.

Un cop s’ha obtingut una recta amb un valor de R? satisfactori, s’analitzen les mostres de les

nanoparticules i mostres d’oli essencial per tal de mesurar la quantitat que hi ha de carvacrol.
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Taula 12. Valor mitja de I'area i el calcul de la concentracid, per a les mostres de NC i les de OEO.

Parametre Mitja NC Mitja mostra OEO
Area (UA) 4970406 9891647
Calcul concentracié (mg/ml) 3,6 7.2

Tenint en compte els valors de les concentracions obtinguts, es calcula I'eficiencia d’encapsulacié amb
la férmula [5], perd en comptes de ser una concentracié teorica sera la concentracié experimental de

la mostra d’oli essencial. El resultat de |'eficiencia és de 49,38%.

Si es comparen les dues técniques es pot dir que els resultats son molt similars, sent el valor de
I’espectrofotometria lleugerament superior. Comparant els dos meétodes d’analisi es pot concloure
com I"HPLC és una técnica més precisa, ja que el valor de R? ha estat superior. No obstant, és una

tecnica més cara, lenta i elaborada que I'espectrofotometria.
4.4. Aplicacio al teixit

En aquest apartat, tal i com s’ha mencionat en els objectius descrits, es realitzara I'analisi i comparacié
de dades extretes d’experiments realitzats al IQAC-CSIC. Es tractaran tots aquells resultats fruit

d’experiments que s’haurien hagut de portar a terme personalment al laboratori.

El vehicle, el principi actiu a encapsular i el teixit, son els elements principals que s’han de tenir en
compte per poder definir les condicions d’aplicacié i la viabilitat del projecte. No es poden encapsular

principis actius i aplicar-los aleatoriament, és essencial estudiar les propietats i I'afinitat entre ells.

TN

Principi Actiu €—» Vehicle

Il-lustracio 10. Esquema de I'afinitat a tenir en compte entre els elements principals que intervenen en funcionalitzacio d'un
teixit.

S’han seleccionat els articles amb els que es realitzara la discussié de resultats i s’han exposat les

variables de cada experiment.
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Taula 13. Resum de caracteristiques principals de les fonts seleccionades per el tractament de dades.

Referéncia Metode Ppi actiu Textil Vehicle/tipus contenidor
[15] Esgotament bany ME-GA PA/CO/PAC/WO/PET Liposomes
[17] Esgotament bany ME-GA co Liposomes/Micel-les mixtes
[18] Fulard ME-GA PA/CO/PAC/WO/PET Liposomes
[19] Esgotament bany ME-GA PA Liposomes/Micel-les mixtes

En primer lloc, s’han seleccionat els articles [17] i [19] per comparar els resultats en funcié del vehicle
o tipus de contenidor. Es comparara |'encapsulacio de GA amb liposomes i amb micel-les mixtes, quan
s’apliquen als teixits de PA i CO. Tant els liposomes, com les micel-les mixtes sén contenidors de tipus
tancat, per tant, el funcionament d’encapsulacié i alliberament és el mateix per als dos casos. Respecte
als teixits, es comparara el CO, que és una fibra natural, amb el PA, que és una fibra sintética. A

continuacid es mostra una taula amb els resultats aplicats al teixit CO:

Taula 14. Resultats del pes en tant per cent despreés del primer bany i despreés del rentat total aplicat al CO i PA.

co PA
Liposomes Micel-les Liposomes Micel-les
% spf despreés 1r bany 7,32+2,43 12,72 +0,44 12,73+1,94 18,29 +1,98
% spf rentat total 5,58 + 0,39 2,42 £ 0,06 7,31+0,64 391+0,11

L'augment de pes despres del primer bany calculat en tant per cent sobre pes de fibra, s’ha calculat a
partir de la diferéncia de pes entre el teixit inicial sec i el teixit sec despres del primer bany. El calcul del
pes del rentat total en tant per cent s’ha realitzat a partir de la diferéncia de pes entre el teixit inicial

sec i el teixit sec desprées del rentat total.

Tal i com es pot veure en la taula 14, s’obté un major percentatge després del primer rentat utilitzant
micel-les mixtes tant en I'aplicacié del CO com del PA. No obstant, es conserva un percentatge més
elevat amb liposomes després del rentat total. Aixo significa que els liposomes aguanten millor el
procés de desorcid i s'ajusten més als objectius d’un teixit biofuncional, ja que el principi actiu podria

ser alliberat lenta i continuament.
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Despres, es comenten els resultats dels articles [15] i [18], comparant els metodes d’aplicacié als
diferents teixits només amb liposomes com a tipus de vehicle, ja que s’"ha demostrat que les micel-les
mixtes no s’ajusten als objectius. En I'article [15] s’ha utilitzat el métode d’esgotament de bany, i en

I'article [18] s’ha utilitzat el metode fulard.

El metode d’esgotament del bany és el que s’anava a utilitzar en I'experiment, i el seu procediment ja
ha sigut explicat en I'apartat de métodes. El métode de fulard consisteix en la impregnacié d’una tela
amb la solucié que conté el principi actiu encapsulat, seguit d’una compressié mitjancant cilindres. Les

dades a comparar recullen resultats aplicats en els teixits CO, PA, PET, PACi WO.

Taula 15. Resultats del pes en tant per cent despreés del primer bany i despreés del rentat total aplicat a CO, PA, PES, PAC, WO.

Meétode esgotament bany Meétode fulard
% spf després 1r bany % spf rentat total % spf despres 1r bany % spf rentat total
co 7,32+2,43 5,58 £0,39 4,48 +0,15 2,70+£0,09
PA 12,73+1,94 7,31+0,64 4,49 + 0,35 2,29 £ 0,02
PET 9,64 +1,53 2,05+0,50 2,53+0,21 0,48+0,17
PAC 13,20+0,93 4,25 +0,33 5,04 £0,67 196+0,4
wo 12,95 +1,05 6,17 £0,51 4,58 +0,27 3,57+0,33

Amb les dades de la taula 15 es pot veure com quan s’empra el métode d’esgotament de bany
s’obtenen millors resultats que amb el metode de fulard, tant en I'absorcié del primer bany, com en la
desorcid que provoca el rentat total. Aixo es pot justificar perqué el métode d’esgotament ha estat
realitzat a 602C i el métode de fulard a 302C. Com la temperatura és un parametre que influeix
directament, no es pot concloure que un metode és més eficag que I'altre. Simplement, es pot afirmar

que la relacié entre els parametres del metode i els resultats son més optims els de I'article [15].

Els teixits que han adsorbit més quantitat de principi actiu sén PAC, WO i PA, pero els que han tingut
la capacitat de mantenir més percentatge de pes després del procés de desorcié sén PA, WO i CO.
Aquest fet podria estar causat per I'efecte del pH, ja que aquest parametre afecta directament al valor
del potencial zeta, i com a consequiéncia en 'adsorcid i desorcid. El procediment d’adsorcié s’ha dut a

terme a un pH=3 i el procés de desorcié a un ph=>5, segons la font consultada [18].
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Quan el pH era 3, les fibres es trobaven amb carrega neutre i s'han assolit valors d’adsorcié
considerablement alts per a tots els casos. Cal destacar que la PAC ha sigut la fibra amb el major
percentatge d’adsorcid, perque presenta una hidrofobicitat similar al vehicle, el que fa que tingui més
afinitat que altres fibres més hidrofiles. Tot i que el PET també té un alt index d’hidrofobicitat, no s’han
obtingut resultats tan satisfactoris, ja que al ser un teixit inert es necessitarien temperatures molt

elevades per aconseguir la impregnacio.

En el cas de la desorcid, al augmentar el pH, les fibres més hidrofobes (PET i PAC) han assolit valors de
potencial zeta més negatius, el que ha causat forts enllagos ionics amb I'aigua, i per aquest motiu tenen

pitjors resultats de desorcié en comparacio a fibres més hidrofiles (PA, WO i CO).

En conclusid, es pot veure que la solidesa d’un principi actiu encapsulat i aplicat sobre un teixit depén
de molts factors, entre ells els que s’"han anomenat en la il-lustracié [10]: la relacié entre teixit, principi
actiu i vehicle, perd a demés també s’ha vist com les condicions d’aplicacié influeixen notablement. Es
per aix0, que a nivell industrial s’utilitzen resines poliméeriques per tal d’assegurar la retencié de les

capsules sobre els teixits i d’'aquesta manera, assegurar la solidesa del rentat.

4.5. Modelitzacio matematica

Aquest estudi es composa de dues parts. En primer lloc es fa un estudi teoric per tal d’explicar el
mecanisme d’alliberament, i en segon lloc es fa un estudi quantitatiu per tal de descriure el
comportament del sistema, mitjancant equacions semi-empiriques. Els resultats han estat extrets de
la font [20]. El principi actiu és GA, el vehicle utilitzat son microesferes de PCL i s’ha fet I'estudi en els
teixits de CO i PA. En primer lloc es representa la quantitat de principi actiu alliberat en funcié del

temps:

M
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Il-lustracié 11. Representacio grafica de la massa alliberada entre el temps per a les fibres de CO i PA.
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Tal i com es pot apreciar en el grafic la tendéncia dels dos teixits és similar. La recta del CO es troba per

sobre de la recta de PA, aix0 significa que el CO allibera més quantitat de principi actiu. D’altre banda,

el PA aconsegueix I'equilibri abans. D’aquesta grafica és important distingir el punt maxim, ja que amb

aquest es podra aconseguir la linealitzacié de les rectes.

024
004 y=0,6354x-1,1084 4
R?=0,9533 o
1 . ¥=0,4638x-0,9157
' R*=0,8883
3-0.4 4 :
= CO
08 4 *» PA
-
08 u v T T
0.0 0s 1.0 15 20
logt

—
M
log (M—;) —@)- log(t) + log (K)
>—
Fibra Valor n R?

co 0,46 0,89

PA 0,63 0,95
—

Il-lustracio 12. Calcul del parametre n a partir de la representacio del logaritme de la relacio de la massa alliberada entre el
valor maxim de la massa, en funcié el logaritme del temps.

En la il-ustracio [12] es pot veure I'exemple del procediment a seguir per calcular el valor de n. Tenint

en compte la taula 5, el valor de n per al CO correspon al mecanisme de difusid de Fick, i el valor de n

per a PA correspon a una difusié anomala. Es pot assumir que per a les dues fibres es pot utilitzar la

segona equacio de Fick.

08+
0.7 4 * PA
0.6 4
05+
04

034

CO (MM,

0.2+
0,1 o

0,0+ B

0.1

y=0,1175x
R*=0 8961

© A
-

2 R
t square root

4

o4

M, 1
—=(K)- t2
T
>—
Fibra ValorK R?
(e(0] 0,125 0,96
PA 0,117 0,89

Il-lustracié 13 . Calcul del parametre K a partir de la representacio de la relacio de la massa alliberada entre el valor maxim de
la massa, en funcio de I'arrel quadrada del temps.
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Tali com es veu en lail-lustracid [13] per a calcular el valor de la constant de Higuchi (K) es representa
els valors de Mi/Mee en funcié de I'arrel quadrada del temps. Es pot observar com els valors de la
constant d’Higuchi sén similars per a les dues fibres, per tant, es pot dir que en termes de transport de

massa no hi ha gaire diferencia.

El coeficient de difusio, serveix per a determinar quina de les dues fibres s’ajusta més als objectius, els
quals sén alliberar lenta y continuament el principi actiu. L'expressié per a determinar el valor de D és

la seglient:

K? .- 62

D=—7 (Eq.7]

Taula 16. Parametres de la constant de Higuchi (K), el gruix de la fibra (5) i el coeficient de difusio (D per als teixits de CO i PA.

Fibra K ) D
co 0,125 0,267 0,005
PA 0,117 0,383 0,012

Els valors de § han estat mesurats mitjangant un micrometre digital 40 MAHR. Tal i com es pot observar
en la taula [16], el valor de D per a PA és molt major al de CO. Com ja s’ha comentat anteriorment, els
valors de K eren molt similars per als dos téxtils, per tant, la diferéncia entre els resultats de D es deu
al valor de &, que es directament proporcional al resultat. Per tant, el gruix de la fibra (§) de PA és
major a la fibra de CO, que implica que PA ha adsorbit més quantitat de microesferes. Aquest fet pot

ser degut a I'alta interaccio entre teixit i vehicle, ja que els dos sén hidrofobs.

En canvi, com el valor de D és menor en el cas de CO, es pot assumir que la desorcio és més lenta i
controlada al llarg del temps. Aquest fet es pot explicar amb Iafinitat del principi actiu amb el CO. Quan

les microesferes s’alliberen queden fixades dintre de la tela de CO, ja que tenen hidrofilitats similars.

Taula 17. Resum d'afinitats entre teixit, principi actiu GA i microesferes de PCL.

Microesferes GA Principi actiu GA
PA Vv Afinitat = Hidrofobs X Afinitat
co X Afinitat V' Afinitat = Hidrofils
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Aquesta justificacio coincideix amb els resultats de la taula [14]. Amb els valors obtinguts a partir de la
tecnica d’esgotament de bany, es pot observar com I'adsorcio del PA és major a la del CO. En canvi, els
valors de la desorcio del PA sdn majors que els del CO, ja que, si s’observa la comparacié entre el primer

rentat i el total, CO és capa¢ de mantenir major proporcio de principi actiu.

Fent un balang general es pot assegurar que la hidrofilitat juga un paper molt important a I’hora
d’escollir la millor combinacié entre vehicle, principi actiu i teixit. A més, és necessari tenir present la
diferéncia entre I'afinitat que pot tenir el vehicle amb el teixit, que influeix en I'adsorcid, i Iafinitat del
principi actiu amb el teixit, que influeix en la desorcié. Idealment, s’hauria de fer un estudi previ
optimitzant les condicions per aconseguir el major percentatge d’adsorcié amb la minima desorcio
possible. Aquest concepte rep el nom de substantivitat, i les principals variables que influeixen soén la

interaccid carrega a carrega i la hidrofilitat, tal i com s’ha comprovat.
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5. Conclusions

L'objectiu d’aquest projecte era demostrar la viabilitat d’utilitzar teixits funcionals per al tractament
d’infeccions cutanies microbianes. Tal i com s’ha mencionat al llarg del projecte, I'estudi de I'aplicacié
de principis actius mitjancant fibres és de gran importancia, ja que s’aconsegueix un alliberament del
farmac controlat i continu al llarg del temps. D’aquesta manera, el teixit és capa¢ de mantenir un bon

entorn amb I'objectiu de protegir i assegurar una correcta cicatritzacio.

Amb el projecte present, s’ha aconseguit encapsular I'oli essencial d’orenga amb nanocapsules de PCL.
Després de caracteritzar les particules, és coneix que la mida es troba entre 177 i 206nm, I'index de
polidispersitat és suficientment baix per a considerar que no s’han format agregats i no té
comportament bimodal, pero I'eficacia d’encapsulacid ha sigut per sota del 50%, resultats inferiors al

gue s’esperava.

En segon lloc, s’han tractat resultats d’estudis previs realitzats al IQAC-CSIC, amb diferent principi actiu
i vehicle dels objectius inicials. S’ha comparat I'encapsulacié de GA com a principi actiu i I'aplicacié a
diferents teixits amb liposomes i micel-les mixtes actuant com a vehicle, donant resultats més
satisfactoris els liposomes. A més, s’han comparat dos procediments d’aplicacié sobre teixits de CO,
PA, PAC, PET i WO. Finalment, s’ha realitzat la modelitzacié matematica dels teixits CO i PA, que son
els que han donat millor resultat. Amb tota aquesta informacié s’ha arribat a la conclusié que
I'efectivitat d’un sistema encapsulat ve determinada per la relacié entre principi actiu, vehicle i teixit,
pero a demés, també s’ha vist com les condicions del procés juguen un paper molt important. Per tant,
es conclou que cada cop que canvia algun parametre no es pot predir el comportament del sistema o
fer una estimacié dels resultats, fent que no es pugui relacionar la part experimental realitzada amb el
tractament de resultats teorics. A més, ja s’ha vist com la fibra de poliéster, que és amb la que s’anava

a realitzar I'estudi, no segueix la tendéncia general, ja que és una fibra inert.

Cal destacar la importancia del terme hidrofilitat en aquest projecte, ja que la justificacid dels resultats
s’ha basat en I'afinitat entre vehicle-teixit i principi actiu-teixit, a demés de la interaccié carrega-
carrega. S’ha arribat a la conclusié que I’afinitat entre vehicle i teixit esta relacionada amb I'adsorcié, i
I'estudi d’afinitat entre principi actiu i teixit esta relacionada amb la desorcid. Per tant, I'objectiu de tot
teixit funcional és trobar I'equilibri entre els termes d’adsorcid i desorcio, és a dir, aconseguir que el
teixit adsorbeixi el maxim de principi actiu i la desorcid sigui minima, amb el fi d’aconseguir una fibra

substantiva.
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6. Analisi de I'impacte ambiental

L'impacte ambiental d’aquest projecte es basa en el consum d’energia que requereixen els aparells
utilitzats i la utilitzacié dels productes i reactius quimics. Pel que fa al consum energetic, els aparells
HPLC i I'espectrofotometre UV-VIS sén els que han generat un major impacte, ja que han estat els més

utilitzats. L'impacte mediambiental de I'energia recau en el consum de combustibles fossils.

Pel que fa als reactius i productes quimics, cal recalcar la importancia de fer un correcte tractament de
residus. En el centre d’investigacid on s’han dut a terme els experiments, s’ofereix una formacio
obligatoria per a tot el personal de laboratori. La normativa exigeix la correcta identificacid, classificacio
i etiquetatge de tots els tipus de residus. Una empresa externa s’encarrega de tractar-los seguint el

marc legal.

Els residus al laboratori es classifiquen a partir de les caracteristiques fisicoquimiques. Pel projecte
present s’ha hagut de tractar el metanol, 'ACN i la acetona. El metanol es classifica en contenidors de
solucions aquoses organiques, i 'ACN i la acetona en contenidors de dissolvents no halogenats. En el
cas que les dissolucions no es tractessin correctament, aquest fet tindria greus repercussions. El
metanol principalment és toxic si és inhalat o ingerit, és inflamable i lentament biodegradable. L'ACN i
la acetona també sdn productes nocius i inflamables. Per tant, cal tenir present que els productes
guimics no han de ser barrejats amb altres residus, llencats per la pica o altres accions que no

s’especifiquin en el PNT d’un laboratori.

Tots els residus solids generats al laboratori, majoritariament material de vidre i plastic no reutilitzable,
també s’han de gestionar correctament en contenidors. En aquest projecte s’han utilitzat recipients de
plastic per a emmagatzemar les mostres, i pipetes Pasteur de vidre i plastic. Un cop el residus son

llengats correctament, una empresa externa s’encarrega d’incinerar-los.

Tot i que no s’hagi arribat a realitzar la segona part practica, es considera important mencionar
I'impacte de les fibres PA, PAC, WO, PET i WO. Les fibres sintetiques (PA, PAC i PET) son productes
derivats del petroli i generalment no sén biodegradables. A més, les fibres sintetiques desprenen
microplastics que acaben en el mar. Per tant, aquestes generaren un major impacte que les fibres
naturals (CO i WO), les quals si es poden reciclar i biodegradar. El problema de les fibres naturals no
esta en la gestid del residu, sind en el procés de produccid, ja que normalment és necessiten grans

guantitats d’aigua i energia, pel que fa que també generin un gran impacte en el medi ambient.
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7. Analisi Economica

L'estimacio del cost que ha suposat aquest projecte s’ha calculat tenint en compte els aparells utilitzats,

els materials de laboratori, el consum d’energia i d’aigua, els productes quimics i el cost del personal.

El consum d’energia i aigua s’ha estimat a partir de les tarifes contractades pel centre d’investigacio i

les hores dedicades al laboratori. El valor del cost total d’energia i aigua és de 94,36€.

El cost dels aparells s’ha comptabilitzat tenint en compte la inversid inicial, I'amortitzacio i el temps

d’us. La inversid inicial i I'amortitzacié son dades facilitades pel centre d’'investigacid.

Taula 18. Costos aparells utilitzats.

Aparell Cost (€/h)  Cost total (€)
Zetasizer 7,12 35,60
Vortex 0,45 1,35
Centrifuga 1,33 3,99
Uv-Vvis 8,57 77,13
HPLC 11,95 239,00

Amb els materials de laboratori només s’ha tingut en compte el preu unitari i la quantitat que s’ha

necessitat. La majoria d’aquests materials son reutilitzables, perd per fer una estimacié s’ha

comptabilitzat el preu de compra.
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Taula 19. Cost material laboratori.

Material laboratori Unitats Preu total (€)
Vas precipitats 5 100,00
Pipetejador (pera goma) 6 5,50
Matras aforat 20 125,40
Matras de fons rodo 2 52,50
Embut 1 4,00
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Proveta 1 17,20
Suport 3 83,97
Pipeta pasteur 15 1,15
Pots vidre no reutilitzables 100 44,00

El preu dels reactius que s’han utilitzat s’ha estimat a partir de les quantitats en grams o litres que han

estat necessaries.

Taula 20. Costos reactius o productes quimics.

Reactiu/producte quimic Preu total (€)

OEO 4,95
PCL 3,24
Span 80 7,30
Tween 80 5,60
Acetona 12,40
Acetonitril 22,20
Metanol 26,78
Aigua milli Q 8,50

Per a calcular el cost del personal s’ha tingut en compte la persona que ha realitzat el projecte i un

responsable de laboratori.

Taula 21. Costos del personal.

Personal Salari (€/h) Temps invertit (h) Cost total (€)
Projectista 20 700 14.000
Responsable laboratori 20 200 4.000
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Finalment es mostra una taula amb el resum dels costos totals que ha suposat aquest projecte:

58

Taula 22. Costos totals.

Energiai aigua 94,36€
Aparells 357,07€
Material laboratori 433,72€
Reactius quimics 90,97€
Personal 18.000€
TOTAL 18.976,12€

O
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9. Annex A
Taula 23. Resultats caracteritzacio nanoparticules amb Zetasizer.
Replica Nanocapsules Diametre [nm] index Polidispersitat Potencial Z
1.1 1771 0,206 -18,3
1.2 179,2 0,217 -19,9
1
1.3 176,6 0,235 -18,6
Mitja 177,1 0,217 -18,6
2.1 206,3 0,192 -20,8
2.2 201,9 0,245 -20,4
2
2.3 206,1 0,215 -21,8
Mitja 206,1 0,215 -20,8
Taula 24. Resultats de la caracteritzacio de la dissolucio conjunta.
Barreja nanocapsules Diametre [nm] index Polidispersitat Potencial Z
1 177,9 0,20 -25,3
2 175,4 0,19 -29,2
3 173,8 0,21 -20,6
Mitja 174,6 £ 3,24 0,20 -25,3
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Taula 25. Valors d'absorbancies amb la técnica espectrofotometria i calcul de les concentracions a partir recta calibratge.

Mostra sobrenedant Absorbancia Calcul de concentracié (mg/ml)
1 0,4781 3,2291
2 0,4662 3,1440
3 0,4773 3,2234
Mitja 0,4739 3,1990

Taula 26. Valors d’arees mesurades amb la tecnica HPLC i calcul de les concentracions a partir recta calibratge, de les

mostres de NC.

Mostra NC Area (UA) Calcul de concentracié (mg/ml)
1.1 5028390 3,7
1.2 4996904 3,7
1.3 5101085 3,7
2.1 4864703 3,6
2.2 4847424 3,5
23 4877509 3,6
3.1 4917163 3,6
3.2 5082970 3,7
3.3 5017509 3,7

Mitja 4970406 3,6
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Taula 27 . Valors d’arees mesurades amb la técnica HPLC i calcul de les concentracions a partir recta calibratge, de les

mostres d’OFO.
Mostra OEO Area Calcul de concentracié (mg/ml)
1 9888390 7,2
2 10102655 7,4
3 9683896 7,0
Mitja 9891647 7,2
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10. Annex B

En aquest annex s’aprofundeix en la descripcid dels aparells utilitzats, el funcionament i la posada en

marxa, entre d’altres.

10.1. Centrifuga

La centrifuga accelera el procés de separacio, sedimentacio o flotacié. Si la densitat del solid és major

a la del liquid, llavors sedimentara. Si la densitat del solid és inferior a la del liquid, llavors flotara.

Informacio basica

Taula 28. Caracteristiques principals de la centrifuga.

Model Centrifuga refrigerada biocen 22R
Capacitat tubs [ml] 0,2-50

Rang temperatura [2C] 20-40

Utilitat principal Separar components d’una barreja homogenia

Funcionament

P
biocen 22 R /\>

Il-lustracié 14. Pantalla i tecles del model de centrifuga utilitzat.
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Taula 29. Referencia i explicacio de les tecles de la il-lustracié 14.

1 Baixa parametre seleccionat

2 Puja parametre seleccionat

3 Posa en marxa o para el centrifugat

4 | Obralatapa

5 | Canvia de parametre (temps, r.pm, temperatura)

Passos a seguir:

1.

vk wNnN

Saber les condicions idonies de centrifuga, segons la composicié de la dissolucié que es vol
separar.

Definir les condicions utilitzant els botons 1,2 i 5.

Introduir la mostra en ependors.

Obrir la tapa amb el bot6 4.

Deixar centrifugar el temps establert.

Eleccié del rotor

El rotor rectangular 452 pot processar fins a 24 microtubs de 2,2ml i arribar a un valor de
r.p.m maxim de 18.100.

El rotor horitzontal pot processar fins a 8 tubs conics de 15ml i arribar a un valor de r.p.m
maxim de 8.000.

Centrifugacié de materials perillosos o altament densos

No es poden utilitzar materials inflamables, explosius o materials que reaccionen violentament, és a

dir, no s’ha de centrifugar en el mateix cicle de treball dos materials que reaccionin quimicament.

S’ha de tenir en compte que per cada r.p.m existeix un valor de densitat maxim que no es pot

sobrepassar. Per tal de centrifugar substancies amb major densitat sera estrictament necessari reduir

la velocitat de treball.

Per a poder determinar nous valors de r.p.m s’ha d’aplicar la seglient formula:

RPM corregides = ( -RPM definides) -1/2

major desidad [Eq.8]
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Escalfament de la cambra

Depenent de la velocitat de gir i el tipus de rotor, la centrifuga crea un increment de temperatura. Es

important respectar les distancies de seguretat per tal d’assegurar la correcta refrigeracio.

10.2. Zetasizer

Definicions

- Analisi d’acumulants: analitza la funcié de correlacié generada per un experiment DLS. Amb
aquest analisi es pot calcular un valor mig de la mida (z), i un parametre d’amplada conegut
com a index de polidispersitat (Pdl).

- Index de polidispersitat: nimero calculat a partir d’un ajust de les dades de correlacié. Es
adimensional i es troba amb valors compresos entre 0 1.

- Mida mitjana (z): també és conegut com la mitja dels acumulants. Es el parametre primari més
estable produit per la técnica. Ha de ser monomodal, de forma esférica o quasi esfeérica i
monodispersa.

- Diametre hidrodinamic: mida d’una esfera hipotetica, que es difon de la mateixa manera que
la particula que s’esta mesurant. El diametre hidrodinamic correspon al diametre d’una esfera
que té el mateix coeficient de difusid traslacional.

Obijectius

Mesurar i comprovar la qualitat de la mesura de les particules i el valor del potencial zeta.
Descripcié

Instrument compacte que s’utilitza per a caracteritzar particules, polimers, proteines o micel-les.
Permet mesurar la mida de les particules amb un angle de 1732 dins del rang de 0,6nm fins 6 micres.

A través del mesurament dels parametres de mida de particula i potencial zeta es pot caracteritzar
I'estabilitat d’'una dispersié (emulsions, espumes, etc), o bé determinar impureses, entre d’altres

utilitats.
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Descripcid equip

Il-lustracio 15. Representacio del model de zetazizer utilitzat. Font proporcionada pel centre d'investigacio CSIC.

Taula 30. Referencia i explicacio a la numeracio de la il-lustracid 15.

1 Unitat optica

2 Panell de connexions

3 | Zona de col-locacio de cel-les en repos

4 | Tipus de cella

5 Llum indicadora de I'equip

6 | Botd d’apertura de la zona de mesura

7 | Areadelacella

Preparacié de la mostra

1. Les mostres han de tenir una dispersio de particules en medi liquid (dispersant).

2. Pertal de mesurar la distribucié de mides en forma d’intensitat no és necessari coneixer I'index
de refraccid de la particula, ni I'index d’absorcid, només quan es vol obtenir la distribucié en
ndmero o volum.

3. Eldispersant ha de ser transparent, tenir diferent index de refraccio que les particules. A més,
ha de ser compatible amb les particules i tenir I'index de refraccid i viscositat coneguts.
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Mesura de la mostra

Tipus de cubeta

Per a mesures en dispersants aquosos o alcoholics s’utilitzen cubetes de plastic.
Per a mesures en dissolvents organics s’utilitzen cubetes reutilitzables de cuarg o vidre.

Mesura a partir del processament informatic

10.3.

Nova mesura manual: determinar el tipus de mesura a realitzar. Material del que esta
composat la mostra, dispersant, temperatura i tipus de cel-la.

Despres la mesura comenga a realitzar-se.

Per a veure les mesures, s’ha de clicar la barra d’eines (measurement files) i després I'opcid
Multi-View.

HPLC

Definicions

O

HPLC: high performance liquid chromatography = cromatografia liquida d’alta resolucio.

BPL: bones practiques de laboratori.

Validacié de métodes: procés pel qual es demostra que els procediments analitics son per al
Us indicat.

Especificitat: capacitat del métode analitic per a poder identificar I'analit de les possibles
senyals/interferéncies dels components de la matriu o d’altres components de la mostra.
Linealitat: capacitat per obtenir resultats de proba que siguin proporcionals, ja sigui
directament o bé mitjangant una transformacié matematica ben definida.

Limit de quantificacié (LDQ): menor quantitat d’analit en una mostra que pot determinar-se
amb precisid i exactitud acceptables sota les condicions de I'experiment.

Limit de detecci6 (LDD): menor quantitat d’analit que pot detectar-se d’una mostra, tot i que
no sigui necessariament quantificable, sota les condicions de I'experiment.

Exactitud: ens indica el grau de proximitat del resultat de I'analit obtingut pel métode analitic
amb el valor nominal en la mostra analitzada

Precisio: grau de coincidencia entre els resultats de les mostres individuals d’una mostra
homogeénia. S’obté mitjancant el calcul de la covarianca i s’expressa en percentatge.
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Funcionament

Il-lustracié 16. HPLC amb referéncia dels elements que el composen.

Taula 31. Explicacio a les referencies de la il-lustracid 16.

A | Ordinador amb el software EZChrom Elite v 3.3.2
B Bomba Pump L-2130

C Autoinjector L-2200

D Detector UV L-2400 DAD

E Organitzador L-2000

Passos a seguir

1. Entrada al software EZCChrom Elite

2. Determinacions informatiques per al analisi: una serie completa consta d’un
condicionament, de les punxades de les mostres i d’'una neteja.

3. Observacions previes al Us de les mostres: totes les mostres han de filtrar-se abans de passar-
les pel vial que les contingui. El porus del filtre ha de ser un maxim de 0,45 micrometres de
gran.

4. Adequacid de la columna: Si és necessari, es realitzara un canvi de columna cromatografica
segons I'estudi determinat.
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Adequacioé de les fases mobils: desgasificacid, filtres i canals. Comprovar que existeix suficient
volum de fase mobil, i desgasificar tots els dissolvents/solucions de la fase mobil amb heli.
Adequacié de I'ampolla per a la neteja de I'agulla.

Control i tractament de la garrafa de residus.

Posada en marxa dels components de I'equip.

Purga de la bomba

. Purga de la xeringa

. Condicionament

. Comencament de la mesura i punxat de les mostres

. Neteja

. Finalitzacié de la mesura

. Visualitzacid i determinacié dels resultats emmagatzemats
. Visualitzacié de I'Audit trail i display log

. Copia de seguretat

Validacio del métode analitic per HPLC

a.

O

Condicions cromatografiques. s’han de definir bé les condicions del métode. Parametres a
tenir en compte:

- Tipus columna

- Longitud ona de deteccid

- Flux de la fase mobil

- Volum injeccié

- Composicio i percentatge fase mobil

- Temps retencié analit

Especificitat del métode
L’analit ha de poder identificar-se i detectar-se quan es troba en una mostra/matriu amb altres

excipients o impureses.

Procediments a seguir

1. Preparar dissolucié estandard de I'analit pur

2. Preparar dié mostra placebo i 3 répliques de cada mostra problema, en el dissolvent
extractor apropiat.

3. Preparar mostra placebo de la matriu que s’utilitzara en el estudi.
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Detector UV L-2400
DAD

h 4

h

Preparacio solucid
mare

h 4

Preparacio solucions
estandard diluides

ki J

Analisi per HPLC

L4
Cﬂnd'c'fjns *  Recollida de dades »  Registre
cromatografiques
¥ ¥ ¥
Obtencid corba de Preparacio solucions Preparacid solucions
calibracio estandard diluides estandard diluides

Registre

@ :

Acceptats?

Informe

h

Il-lustracid 17. Diagrama de flux de la validacic del metode analitic HPLC.

10.4. Espectrofotometre UV-VIS

Taula 32. Caracteristiques principals del model d'espectrofotometre utilitzat.

Model Espectrofotometre Cary 300 UV-Viible

Deteccio R928 PMT
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Format Fag de llum Unica
Tipus UV-VIS
Exactitud +2nm

Longitud d’'ona | 200-800nm

Font llum Tungste-Halogen/Deuteri

Software Cary WinUV

Tipus de mostra | Liquida

Funcionament

Il-lustracié 18 numeracio dels elements principals de I'espectrofotometre utilitzat.

Taula 33. Descripcio de la numeracio de la il-lustracio 18.

1 | Tapa manual per introduir cubetes

2 Boté d’ences i apagat

Altres caracteristiques

O

Rang d’absorbancia de més de cinc unitats.

S’adapta a diferents temperatures, reflectancia, etc.

Control optim sobre la resolucio espectral.

Control de fase per tal d’evitar el desplacament de la suspensio de pics a velocitats
d’escanejat elevades.

Cubetes de vidre i quars que eviten I'exposicié a ambients corrosius i fa més senzilla la
neteja.
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11. Annex C

En aquest annex s’adjunten les fitxes de seguretat dels compostos utilitzats en els experiments.

ICSC: 0087

Abril 2003
CAS: B7-84-1
RTECS: ALIISHON Drimnetl cetona
HILE i i Kietil cetona
CE fneicr Anesml: BOB-D0T-00-8 C,H,0 CH,CO-CH,
CETEINECS: 200-BE2-2 M= mokerutar 581
TIPO DE PELKGROJ PELIGROS AGUDOS / PREVENCION PRIMEROS ALILIOS f
sINTOMAS LUCHA CONTHRA
INCEHDNOS
INCEHMDIOD Alaments inflamakle. Evitar la= llamas, MO Polva, spuma resistents al alcahal, agua

producir chispas y N0
fusmar.

en grandes cantidades o dicxida de
carbona.

Laz mezclas vaporfaire son exglosivas.
El cal=ntami=nic int=nso puede producir
aumenic de la presidn con fesgo de
estlido.

Sist=ma cerado,
wventilacidn, eguipo
=léctrico y de alumbrado
a pruzba de explosicn.
WO utilizar aire
comprimide para ll=nar,
vacar o manipular.
Uilicznse hermamientas
manuales no
gen=radoras de chispas.

En ca=ao de incendic: mantener frios los
bidones y demés instalacicnes rodando
can agua.

Inhaltecion Dolor de garganta. Tos. Confusicn Wentiacidn, sxtracodn Aire limpio y reposo. Proporcionar
mental. Dolor de cabeza. Vartige. localizada o profeccidn asistencia médica.
Somnclenca. Pérdida ded conocimimnto. | respiratoria.
Pied Pl z=ca. Guantes d= proseccidn. Cuitar las ropas contaminadas. Adarar y
lzvar la pizl con agua y fabén.
Ojo= Enroj=cimiznta. Dalor. Yisidn bormosa. Gafzs d= proteccidn de Enjuagar con agua abundante durante
seguridad. warios minuics [quitar las lentes de
cantacio si puede hacerse con facilidad).
Proporcicnar asistencia médica.
Irngpe=tiiirs MNaus=as, Yomitos. [Ver Inhalacon). Mo comer, ni beker, ni Enjuagar ka boca. Progorcionar asisbencia
fumar durant= =l trabaje medica.
Lavarse las manos antes
de comer.
DERRAMES Y FUGAS ENVASADO Y ETIQUETADO

Eliminar tods fuente d= ignscian. Ventilar. Proteccién personal: filtro
para pases ¥ vapones organicos de bajo puntc de ebulkicdn
acdaptado a la concentracidn de b sustancia =n el aire. MO verbsrio
en ol alcantarillade. Recager el liguida proo=demte de |2 fuga en
recipi=ntes precintables. Absorber =| liguido residual &en ar=na o
abscrbente inerte v rasladardo & wn lugar seguro. Eliminaria a
cantinuacién con agua abundants

Clasificacicn UE
Simbol: F, Xi
B 11-35-86-87
5: (2-19-16-26-46

Clasificacicn NU

Clasificacién de Peligres NU: 3

Grupo de Envasado KU: I

Chasificacion GHE
Peligra

Liguida y vapores muy inflamables.

Provoca iritacicn ocular.

RESPUESTA DE EMERGENCIA

ALMACENAMIENTO

Codigo MFPA: H1; F3; RO

A prueba de incendio. S=parado de: Ver Peligros Quimicos. Almacenar
=n un Srea sin accesc a desagies o alcantanllas.

Preparada on o Conloedo de Cooparacion onire of IPCS y la Comision Europaes & CF, IPCS, 2008

IPCS
nt=rnational

Programme on

Chemical Safety w H 0

DO @

UNEF

VEASE INFORMACHION IMPORTANTE AL DORSD
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ACETONA

ICSC: 0087

El vapor == mas denso gue o aire v puede extenderse = rax del
suelo. Posible ignicién en punta distante

PELIGROS CUIMICDS

La sustancia puede formar peréodos explosivos &n oontacto con
cxidantes fuertes tales coma dcido acético, dcido nitrico y peréxide
g hidmdgena. Reacciona con clarcdormoe y bromedoerme =0 media
basicn, arigimando pefigro de incendio y explosicn. Ataca a los
plasticos.

LIMITES DE EXPOSICHON

TLW: 500 ppm como TWA, 750 ppm como STEL.

Ad [no dasificable como cancerigens humanc).

BE| establecido {ACGIH 2008).

LEP UE: 500 ppm, 1270 mg/m® como TWA (EL 2000).

DATOS IMPORTANTES
ESTADO FISICO; ASPECTO VIAS DE EXPOSICION
Liquido incoloro de alor caracterstico. La sustancia se puede absorber par inhalaccon
PELIGROS FISICOS RIESGD DE INHALACIR

Por evaporacion de esta sustancia 2 20°C s= pusde alcanzar bastant=
répidamenfz ura concentracion nocha en el aire, sin embargo, mas
répidamenfz por pulverizacicn o cuando s= dispersa.

EFECTOS DE EXPOSICION DE CORTA DURACHN
La sustancia irita los ojos ¥ & tracts respiratodo. La exposicién @ altas
cancentraciones pusde producir disminucién del estads de alenta.

EFECTOS DE EXPOSICION PROLONGADA O REPETIDA
El liquido des=ngra=a la piel. El contacio repetido puede praducir piel
saca y agristada.

PROPIEDWDES FISICAS

Furio de mbullicién: S6°C

Furio de fusidn: -35°C

Densidad redativa (agua = 1): 0.8
Zalukilidad &n agua: miscible.

Presitn de vapor, kFa a 20°C: 24
Densidad relativa de vapor (@ine = 1): 2.0

Densidad relativa de la mezcla vapor/zie 2 20°C (aire = 1): 1.2
Punto de inflamacidn: -18°C c.c.

Temparatura de sutcignicidn: 485°C

Limites de explosividad, % &0 volumen 20 el aire: 2.2-13

Coeficient= de repario ccianclagua como log Pow: -0.24
‘Wiscosidad, mm'/s a40"C: 0.34

DATOS AMBIENTALES

MOTAS

El consumao de bebidas alcohdlicas aumensa = efecto nodva.

IMFORMACION ADICIONAL

Limites de Exposicidn Profesional INSHT 20115
WLA-ED: 500 ppn; 1210 mpim®

WLE: 50 mp1 =n orina. Nata 1.

HOTALEGAL

de la versitn espaficla.

Exta ficha contiene |a cginidn colectiva del Comité Internacicnal de Expertos del IPCS v ex independisnte de
requisites l=gales. Su posible uso no == responsabilidad de |2 CE, =) IPCE, sus represzntantes o =l INSHT, awtcrd

= [FCS, CE 2008
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ACETONITRILO

PELIGROS SINTOMAS PRIMERO S AUXILIOSS
AGUDOS LUCHA CONTRA INCENDNO &
Inflamakia Espuma resistenta al alcohal, pohe,
didaido de carbona. Los bombenas
debenan emplear indumentana de
Squipd aUishome de respiracdn
Las mazcias vaporaine sen |En caso g2 mcendie: mantener frics
axplosivas. Por encima de 12 8°C: los bidones y demas instalaciones
pusden feirrarse marcias sxplosvas rociande con agua. Les bambares
vaporiaire, Rigsgo da incendio y deberian amplear indymentana de
explosidn an contacta con axidantes. proteccidn completa, nchuyends
equips sultnomo de respiracdn.

[iHIGIENE ESTRICTA! [
Dolor de garganta, vomitos, dificultad ntilacion, exdraccion localizada o irg limpio, reposo, respiracion
resprataria, dablidad. deisr protecce respiratara. artificial si estuvsera indscada g
congamiento. (Sinbomas na
inmediates véansa Notas)
iPUEDE ABSORBERSE! Guantes proteciores ¥ wame de Cwitar i35 ropas contaminadas,
Enrajecimients, (para mayes proteccicn. aclarar la pied con agua abundante o
informacein véase Inhalacidn). ducharse ¥ propofcanar asstencia
|medica.
|Enrajecimienta, dalar. Fantalla facial o proteccion ocular |Erjuagar con agua abundante
combinada con |3 probecoiin duranie vanos minuios (quitar s
respraana. lanies de contacto i puede hacerse
ron Facldad)  proporcionar
asisiencia madica,
({Para mayor informacion vease bg comer. ni babar. ni fumar duranie  [Erpuagar la boca, dar a baber agua
trabapo. Lavarss las manas antes  [abundante, provocar &l vomite
e Comer. (iUNICAMENTE EN PERSONAS
COMSCIENTES) y proporcionar
asistencia medica
| DERRAMAS Y FUGAS ALMACEMAMIENTO | ENVASADO ¥ ETIQUETADOD
Wantilar Ebmirar fodas b entes de hmd—m Saparada de Sodos y | Mo pariar con ¥E
i Raooges & Ny proced o la nlﬂrhﬂmrm simbaio F
-n = - Y - wimbgio T
Fausda MRl B BIENE JEeE & MSrbente R 11-22Ts
5 (LI IRATIAS
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ACETONITRILO ICSC: 0083

| MOTAS

Las sintomas de intoxicscidn aguda no se ponen de manifizsio hasta pasadas algunas horas.
Ficha de emergencis de transporte (Transport Emergency Card): TEC (R)-142
Codigo WFPACHZ F 3 RD;

ESTADO FISICO; ASPECTO VIAS DE EXPOSICION

Liguido incolara, de olor caracter’stico. La sustancia se puede absarber por inhalacidn del
r, @ traves de I3 piel ¥ por ingestion.

PELIGROS FISICOS e FIE Y paring

El vapar es mas denso que el aire v puede extenderse 3 RIESGO DE INHALACION

ras del susl; posible ignicidn en punta distante. EI Por evaporacion de 2sta sustancia a 20°C == puede

vapor se mezcla bien con el zire, formandose faciimente alcanzar bastante rapidaments una concentracian

mezclas explosivas. Como resulfade del flujo, agitacion, nociva en = aire.

atc., 52 pueden generar cargas electrostaticas.

EFECTOS DE EXPOSICION DE CORTA DURACION
PELIGRO S QUIMICO S La sustancia irrita los ajos, la pisl y el tracio respiratorio.
Par combustidn. formacidn de hurmos toxicos de cianura  La sustancia puede causar efectos en |a respiracion
de hidragena y dxidos de nifrdgenc. La sustancia se calular (inhibicidn). dando lugar a alteracionss
descompone en contacio con acidos, agus y vaporde  funcionales. La exposicion a altas concentraciones
agua produciendo humos fdxicos v vapor inflamablz. puede producir |3 musrte. Los efectos pueden aparecsr
Rescciona con oddantes fueries originando peligne de  de forma no inmediata. Se recomienda vigilancia
incendio y explosion. Ataca a algunas formas de médica.
plastico, caucho y recubrimizntos.

EFECTOS DE EXPOSICION PROLONGADA O
LIMITES DE EXPOSICION REPETIDA
TLV {core TWAK 40 ppm; 87 mgim? (ACGIH 1803- La experimentacidn animal muestra que esta sustancia
1994). posiblemente cause malformacionss congénitas en
T {cormo STEL): 80 ppm; 101 mgim? (piel) {&CGIH recién nacidos.
1993-1384).

Punto de ebullicion: 31°C Densidad relativa de |z mezcla vaporfaire a 20°C (aire =
Punto de fusidn: -45°C 1 1.04

Ciensidad relativa (agua = 1): 0.8 Punto de inflamacion: 12.8°C jc.c)

Solubilidad en agua: Miscible Temperaiura de autoignicion; 524°C

Presion de vapor, kPa a 20°C: 9.60 Limites de explosividad, % en volumean en el aire: 3.0-16
Censidad relativa de vapor (aire = 13 1.4 Caoeficientz de reparto octanelagua coma log Pow: -0.3

IHFORMACION ADICIONAL

FI5Q: 2-D08 ACETONITRILD

ICSC: 0088 ACETONITRILO
S CCE IRCE, 16564

Hi la CCE ni la IPCE ni sus representanies son responsables del posible uso de esta informacidn. Esta
NOTA LEGAL ficha contiens la opinidn colectiva del Comité Internacional de Experios del IFCS v es independiente de
IMPORTANTE: requisiios legales. La versidn espafiola incluye el etiguetado asignada por la clasificacidn europea,
' actualizado & la vigésima adapiacién de la Directva 8T/E4E/CEE traspuesia & la legislacidn espafiola por
@l Real Decrato 303/08 (BOE 2.0.88),

B INEHT
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ICSC: 0057

DNF SFCRNAL
EMEL TRAEAN

METAMNOL
Alcohol metilico
Carbinol
Monohidroximatano
CH;OH
Masa maolecular: 32.0
N CAS 67-56-1
N RTECS PG1400000
N? ICSC 0057
MN® NU 1230
MN! CE 603-001-00-X
PELIGRG, | PELIGROS/ SINTOMAS — PRIMEROS AUXILIOS/
EXPOSICION AGUDOS LUCHA CONTRA INCENDIOS
Altamente inflamable. Arde con una | |Esitar las lamas, NO producir chispas | |Polva, espuma resistents al alcohol,
llama invisible. Explosivo, y MO fumar. MO poner en contacto agua en grandes cantidades, difwido
con oxdanies, carbana,
Las mercles vaponiing son Sisterma cemado, venslacion, equipo | |En caso de incendio: mantener frics
Eapsivis. alactrico ¥ de alembrado a prueba de | |los bidones y demas instalaciones
axplosiones (wéanse Notas). rociando con agua.
FEVITAR LA EXPOSICION DE
ADOLESCENTES Y NIROS)
|Tl:r!. wirtigo, dolor de cabeza, Wenllacidn. Exfraccidn becalizada o ire Bimpio, reposo y proporcionar
NS, profecciin respiratora. asestencia mabdica,
jFUEDE ABSORBERSE! Pied seca,  [Guantes protectones y raje die itar las ropas contaminadas,
anrajscamisnto. profecoiin, aclarar la piel con agua abundants o
charse y proporcionar asistencia
Enrojecimienso, dolor, Gafas ajustadas de segunidad o Enjuagar con agua abundante
protecoain ocular combinada con la rante vanos minutos (guitar las
profecciin respiratoria. lentes de contacto si puede hacerse
facilidad) y proporcionar
asslencia midica,
Dodor abdomin, jades, pérdida del Mo comer, ni beber, ni fumar durante | Proveear of wimite (jUNICAMENTE
® INGESTION |conocimiento, womitos (para mayor  [al trabajo. EN PEASONAS COMSCIENTES) y
informaciin wiase Inhalacidng, proporcionar asistencia médica,
| DERRAMAS Y FUGAS | ALMACENAMIENTO | ENVASADO Y ETIQUETADO
Evacuar ka rona de peligro, Recoger el A proeba de incendic, de Mo transportar con alimentos y plensos.,
liquidko procedents de la fuga en recipientes | omdantes feertes. Mantener en lugar fresco. | simbolo F
herméticos, eliminar al liquido derramado con simbaolo T
agua abundante y o vapor con agua Az 112372402530 23/ 24026
pulverizada. (Protecciin parsonal adiciomal: 51 (12-)F-16-36/37 45
traje de proteccion completa incluyends Clasificacion de Peligros MU 3
eouipe aulinomma de resplracking, Rigsges Subsidianos NU:B.1

Grupo de Envasade MU |
CE:

| VEASE AL DORSO INFORMACION IMPORTANTE
| ICSC: 0057

Preparada en el Contexto de Cooperscin antra <l IPCS yla Comisién de ks Comimidsdes Furpeeas 8 CCE, IPCS, 1294
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METANOL ICSC: 0057

ESTADO FISICO; ASPECTO VIAS DE EXPOSICION

Ligguickes incolors, de olof carsclerisicn, La sustancia se pusds abserber por iInhalaciin, a
ftravas da la pisl ¥ por ingsstion.

PELIGRDS FISICOS

El viapar se mezclka bien con el aire, formdndose thamente  RIESGO DE INHALACION

mazclas explosivas. Por evaporacion de esta sustanca a 209 se puade
alcanzar bastante répidamente una concentracion

PELIGRDS QUIMICOS nociva en o ain,

La susiancia se descompone &l calentarla intensamente,

mondxido de carbono y fommaldehido, EFECTOS DE EXPOSICION CORTA

Aeacciona vielentamente con oxidantes, ariginando peligro  La sustancia imita los ojos, la plel y el tracio

de incandio y explosidn. Ataca al plomo y al aluminiao, respiratorio. La sustancia pusdes causar slectos en &
sigtema nervioso central, dando lugar a una pdrdida

LIMITES DE EXPOSICION dal conocimianio, La exposiciin por ingestion puede

TLY (como TWA): 200 ppm; Eﬁzrngfm (piel) (ACGIH 1993-  producir ceguera y sordera. Los efectos pueden
1904), aparecer de forma no inmediata, Se recomienda
TLV (cowmo STEL): 250 ppem; EEng.ﬁn (pial) (AGGIH 1993~  wgilancia médica.

1
i EFECTOS DE EXPOSICION PROLONGADA

El contacto prolongad o repstido con la piel peede
producir dermatitis. La sustancia puede afectar al
sistenta nerioso central, dands lugar a dolores di
cabaza persistenies y alteraciones da la vision.

Punto de ebullicién; 65°C Denszidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire=1); 1.01

Punto de fusién: -4 G Punto de inflamacion: (e.c.) 120

Densidad relafiva (agua = 1): 0.79 Temperatura de autoignicion: 385°C

Solubilidad en agua; Miscible Limites de explosividad, %% en volumen en el aine; 6-35.6

Prasitn de vapor, kPaa 20 12.3 Coeficienta de reparto octanolagua como log Pow: -0.82/-0.66
Densidad relativa de vapor (aire = 1); 1.1

i@[ﬂ sustancia presenta una baja toxicidad para los organismos acudticos y termesires,

NOTAS

EHFLDEI(]MIFHEUEHEDH. Utilicense harramientas manuales no generadoras de chispas. Esta indicado un axamen
médico penddico dependiendo del grado de expaosicidn,
Ficha de emergencia da transporte {Transport Emergency Card): TEC (R)-36
Codigo NFPAH 1, F 3 Ro;

INFORMACION ADICIONAL

FIS0: 3-138 METANOL

ICSC: 0057 METANOL
@ COE, IPCS, 1954

Hi la GZCE ni [a PGS ni sus representantes son responsables del posible uso de esta informacion. Esta Bicha conSans
NOTA LEGAL |la opinion colectiva del Comité Internacional de Expertos dal IPCS y es independiante de requisitos legales. La
IMPORTANTE: | varsidn espadola inchuye of atquetada asignade por [a clasiicacion swopes, acualizado a la vigdsima adaptacion da
la Directiva 6IS48/CEE traspuesta a la legislacion espafiola por el Real Decrete 3630595 (BOE 5.6.95).
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