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1. INFORMACION DEL PROYECTO.

Titulo del proyecto: Fabricacidén avanzada de productos manufactureros tradicionales
mediante tecnologias de additive manufacturing

Acrénimo: AMFAB-II

Programa de trabajo: IVACE. Ayudas dirigidas a centros tecnolégicos de la Comunidad
Valenciana para 2016 (IMDECA2016/3).

Fecha de comienzo: 1 de Enero de 2016

Duracidn: 12 meses

Lista de participantes:

Participante Nombre

Nombre organizacion participante.
No. & P P abreviado

1 (Coord.) Asociacion de Investigacidn de la Industria del ALU Ibi
. i
Juguete, Conexas y Afines

2 Instituto Espafiol del Calzado y Conexas INESCOP Elda

3 Instituto Tecnoldgico textil AITEX Alcoy
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2. DETALLES DEL ENTREGABLE.

Entregable niimero:

E2.3

Titulo den entregable:

Informe técnico de las formulaciones desarrolladas para el sector
calzado y de sus caracteristicas.

Periodo:

03/2016 - 10/2016

Paquete trabajo:

PT2. Preparacidn de las formulaciones funcionales para los sectores
juguete, textil y calzado

Tarea 2.3.- Obtencidn y caracterizacién de formulaciones

Tarea: .
funcionales para el sector calzado.
Instituto Tecnolégico del Calzado y Conexas
Autor: INSTITUTO TECNOLOGICO
DEL CALZADDO ¥ CONEXAS
Informe técnico de las formulaciones desarrolladas para el sector
Resumen:

calzado y de sus caracteristicas.
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3. INTRODUCCION

Una vez caracterizados diversos filamentos flexibles comerciales (EVA, PU, SBS, SEBS,....) en la
primera anualidad, seleccionando los polimeros base éptimos en cuanto a propiedades
reoldgicas, mecanicas y de confort, en este PT se pretenden desarrollar formulaciones
funcionalizadas para su uso como plantilla para calzado con cierto valor anadido. Para ello, se
han llevado a cabo diversas tareas de busqueda y seleccidn de aditivos funcionales para su
incorporacién a los filamentos termopldsticos dado que algunas muestras de polimero base
seleccionadas como filamento termopldstico para la impresion 3D de material de plantilla para
calzado, fueron descartadas en la primera anualidad, por su imposibilidad de ser extruidas o por
la irregularidad obtenida durante la extrusién, en esta segunda anualidad se trabajard con las
formulaciones dptimas como punto de partida para su funcionalizacién. Durante la segunda
anualidad, estos materiales se han funcionalizado a través de la aditivaciéon en fundido,
mediante extrusién-compounding, para alcanzar una elevada homogeneidad de la mezcla y
adecuada dispersion de los aditivos.

Actualmente existen en el mercado un gran nimero aditivos funcionales capaces de impartir
nuevas funcionalidades y propiedades mejoradas a los materiales poliméricos, mostrando asi un
valor afiadido. Sin embargo, tras una busqueda por el mercado actual (nacional e internacional)
se concluye que dichos aditivos deben cumplir ciertas regulaciones, tanto en materia de
seguridad laboral como medioambiental, para cumplir con los requisitos establecidos,
especialmente si va a ser incorporado a materiales para plantillas para calzado. Ademas, el
aditivo debe incorporarse garantizando una distribucién uniforme dentro de la matriz
polimérica. En este sentido, un aditivo funcional debe presentar los siguientes requerimientos:

- Que sea facil de dispersar en el polimero.

- Debe mejorar las propiedades finales.

- Debe facilitar el procesamiento polimero + aditivo.
- No ser téxico.

- No desarrollar efectos secundarios.
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4. BUSQUEDA Y SELECCION DE ADITIVOS FUNCIONALES.

En INESCOP se ha llevado a cabo una busqueda de aditivos que, una vez incorporados a los
filamentos, impartan al material de plantilla para calzado, las funcionalidades propuestas:
propiedades antimicrobianas, propiedades biodegradables y efecto antiestatico/conductor.

ADITIVOS FUNCIONALES ANTIMICROBIANOS

En relacidon con aditivos que impartan propiedades antimicrobianas, se han seleccionado
aquellas muestras que tienen un amplio espectro de accidn, estabilidad térmica, liberacidon
controlada y tamafio de particula idoneos para ofrecer una mayor eficacia. A continuacién se
muestran algunas hojas técnicas de los productos encontrados en el mercado actual.

Technical Product CLARIANT h@l‘OG:

Information
Sanitized® MB PUR 22-61 oS

Create .  2014. 10. 14
name:

Deseription Sanitized® MB PUR 2281 s 2 concentrate of antmicrobial addtives in a TPU carrer. Trade u I-functional batch, g ducing
Manutacturer f Supplier: Heroc GmbH & Co. KG
" Motzener Str. 6a
Physical form
Falets 12277 Beriin
Telephone: +49/(0)30 / 755121803
Applications
Sanitized” MB PUR 22-81 can be used in extrusien and injection moulding of polyursthane. Physical state : granules
Colour beige
Typical Sanitized® MB PUR 22-81 has a reliable static efect against a large number of misroorga-

properties nisms.
Gram positive and gram negative bactaria
Yeasts
Fungi and mold Handling : Application specific

The dosage must be defined in each individual case

Benefits Highly effectve and dursble protection against bacterial and fungal attack

Good leach resistance. Recommended initial concentration: 3to & wp. %
Reliable materisl protection. If necessary, dry 4 hours before processing at 50 ° C

Safe handling

r Opened containers consume immediately!

Microbiological N .

In order to check the antimicrobial effectiveness of the treated materials. the following test
nded:

Tests methads are recommende:
Agar diffusion Bacteria. mold fungi. mildew. yeasts Cross-reactions are possible
Germ count test Bacteria

Test for mildew resistance  Mold fungi, miklew
Universal Batch are not considered hazardous materials.

As with any hot material, care should be taken to protect the hands and
other exposed parts of the body. When resins are overheated, more
extensive decomposition may occur. Adequate ventilation should be
provided

to remove fumes from the work area. Resin pellets can be a slipping
hazard. Loose pellets should be swept up promptiy to prevent falls.

i
htmasterbatch

[
o0
MNLMs
Nanobiomatters BactiBlock, 5.L.
Parque Tecnolégico, C/ Louis Pastaur, 11 Nave-5
46980 - PATERNA, [SPAIN]
Tel.+034 96 131 86 28
wwrw.nanobiomatters.com

HITEMA 60160 AM

Ficha Técnica

HITEMA

AM es un masterbatch con efects antimicroblano en base Polietileno, efectivo contra

BactiBlock® 101 R1.43

hangos, algas y becterias.

BactiBlock® 101 R1.43 es un aditivo antimicrobiano para uso en una gran variedad de materiales poliméricos.

Aplicaciones: Este aditivo asti espaciaimente disefiado para ser incorporado antes, durante o después del proceso de
+ Films de PE. manufacturacién para proporcionar actividad antimicrobiana a los productes manufacturados. BactiBlock”
Dosis: 101 R143 evita & crecimisnto de algas, mohos, hongos v de toda bacteria gue cause malos olores,

decoloracién, manchas, deterioro o corrosién. Al incorporarlo en articulos tratados, sin embargo, no se
protege al usuario de las bacterias, virus, gérmenes u otros organismos que puedan encontrarse en la
atamientos superficiales. comida o que puedan causar enfermedades. Pusde ser empleado en |3 fabricacidn de polimeros, pinturas y
Caracteristicas: productos de pldstico y de litex.

BactiBlock® 101 R1.43 es una bentonita organomodificada con plata, cuyo proceso de fabricacion se basa en

= 40-8.0% enlas capa

de del espesor del film

de la capacidad de p

* Previenen y frenan el crecimiento y propagacion de los
Ia tecnologia desarrollada y patentada por Nanobiomatters y propiedad de la compaia.

MICABOTGANISMOS.

nhibe el P El contenido en plata de BactiBlock® 101 R1.43 es de 0.5%. Para la mayor parte de los plasticos, el aditivo se

pusde incorporar en &l producto final hasta un maxime del 5.0% en peso o en un minimo del 0.1%. Contacte
entre olras] y Gram-negativas con Nanobiomatters Bactiblock S.L. para determinar |a cantidad correcta de Bactiblock® en cada caso
sp, Pseudomonas sp conereto.

p. entre oiras) :
Embalaje: EROPIEDADES FISICAS

Forma Pokva
Sacos de PE de 25 Kg. | Palets de 1250 Kg Color Blanco
Almacenaje: Olor No
9 meses a una temperatura de 30 °C. Densidad aparente Aprox. 0,23 g/cm®
Temperatura de descompasician ~210°C

= Una vez que el saco esté abierio, el contenido deberla de ser usado lo

0 deberia de ser herméticamente cerrado

mas pronto posidle v el s Informacién de Regulacién

can el abjetive de evitar su contacto con el aire. El producta y las aplicaciones aqui descritas pusden requerir registros y notificaciones locales o globales del
producto para & inventario de los listados quimicos, © para el uso en materiales de contacto alimenticio,
‘cosméticos o aplicaciones médicas.

Informacién de Seguridad

El producto agui descrito requiere precauciones de manejo. La informacién relativa a la seguridad y
precauciones para el uso del material se incluye en las correspondientes Fichas de Datos de Seguridad
(MsDS).
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Sin embargo, tras la busqueda de aditivos funcionales antimicrobianos se descartan algunos por
su elevado precio, otros por su dificultad en el mercado para adquirirlo, otros por
incompatibilidad con la base polimérica del filamento, etc. De este modo, se selecciona como
aditivo funcional antimicrobiano el BIOMASTER 1306, que a continuacién se muestra:

Biomaster 1306
Technical Data Sheet

Biomasgter 1306 is an antimicrobial masterbatch

developed for use in Thermoplastic
Polyurethanes (TPU). The inorganic nature,
small particle size and high temperature
tolerance of this additive makes it ideal for use
in a wide range of polymer processes.

Biomaster utilizes silvar ion
technology with a rangs of
carrierz. Thiz provides a releass
of gilver ions on demand, safaly
nhibiting bacterial growth.

The slow releass of the active
gilver ingredient give the products
maximum long term activity.
Biomaster antimicrobial additives
can be processed at temperatures
up to 500 degress Calzius without
oezing their antimicrobial
propartias.

Physical properties

Recommended addition
rates

Biomaster 1306 iz recommendsad
for uss at levels from 1% for
antimicrobial protection.
Testing procedure

A Tasting = Lo

obiological Services
= procadurs s a quantita-
tive teet designed o assaes the

Ferfor"ﬂma of antimicrobial

ertaken independernty

propsarties. Submitted samples ars
c:"ullel -;ec ﬂ-;al at stock c_m..r-

reduction iz ,:-cuh ed.

Biomaster efficacy
Biomaster has baen tested to IS0
22196201 1 againat common
oiganiame such as:

® Campylobacter
E.col
Listaria
MRSA
Pesudomonss

& Salmonella

It iz prowen to reducs the growth of
thess bactena by up to 8 0,993

o,

Regulatory
The active ingredient compliss with
the required legielation for biccides.
Thig can includa:
® Biocidal Products Regulation
(BPRA)
® Food and Drug Administration
(FDA)
® Environmental Protection
Agency (EPA).

Thils Information ks provided In good falth and every ressonabie affor Is mace o

ensure that i Is accurate and up to d
for any damage arlsing, directly of

ate. Addmastar (UK
ndirectly, from the use of e nformation
It s E=sued on Inao:'dnon tha!

his product Tor thair
cal Informaton ,ro.lcl DG SDUGNT DEfors placing your

id. shall not be |lable

g user will datarming the
8 prior 1o use. Reguiations

General information

Biomastar 1306 iz sacily added to the
product during manufacturs.
Biomastar only imparts antimicrobial
and should not afisct the

our or surface finish of any
product in which it 2 usad.
The active ingredient in Biomaster
cannot leach or wash out and iz
designed to last for the I|f— me ¢ 1H"—
product. Before using this
plaass ansurs that ,u::l.. haws ha Asst
nformation.

For halp or mora information contact
the Addmaster technical team - ema
nfo @ addmaster.co.uk

Storage and handling

Biomastar products ars formulated
for maximum stability in storage and
T uss

Howewvar, matsriale containing aibver
exchiit varying degress of ight
sansitivity and can causs some
dizcolouration in the finizhed articls

It iz tharsiore incumbsent upon the
usar of the Biomaater products to
evaluats them fully under their normal
conditiona o

Az with all chemicale, pleaas ref

thia Materials Data Handling Sh :.

. 457
Biomaster

Ardibactarial Techna|agy

Pagina 7 de 22




F N Unién Europea

i ) ZONRALIT  IVACE
= | N\

: VALENCIANA ~ tgmwovssiomese

ADITIVOS FUNCIONALES BIODEGRADABLES

Generalmente, tanto las matrices poliméricas como los aditivos empleados para la mejora de
sus propiedades provienen de recursos fésiles agotables y no biodegradables. Esta fuerte
dependencia con respecto a los combustibles fdsiles, como el petréleo, contribuye
negativamente al medio ambiente. En este sentido, actualmente existe una tendencia dirigida
hacia la sostenibilidad de productos que minimizan el uso de recursos petroliferos, sin empeorar
por ello, sus prestaciones. Concretamente, se ha llevado a cabo una busqueda de aditivos
funcionales que resulten potencialmente biodegradables que se muestran a continuacion.

Lubrizol
Engineeced Polymers (TPU) Engineered Polymers Pearlbond™ 520

Pearlbond™ 520 is a linear. polysaprolactone-copalyester polyurethane, supplied in form of white
~
Pearithane ™ ECO* TPU (Thermoplastic Polyurethane) spherical granules with a very high crystallization rate and a very high thermoplasticity level

™~ -
0e PRODUCT SPECIFICATION
Saned

PRI e hn COMpENed 10 SANONE PErOMUS Caned THUS. 13 cuntanang
OCRAnE 3 Pl S S CRNTECE YOpEren ORET UVICInE Seachely I 3 weae-2ange of Melt Flow Index (170°C /216 Kg)  15-30 g/lOmin IS0 1133

B e

+ rarn Newese e by Lubrizol

—

Faatrane 00 1 e Sagung (eodut under e B 190~ Dy Litros
iy Do Ty L)

[RpeT—y— PRODUCT CHARACTERISTICS *
* O NN O IR [ Froperty Typical values * Method
+ S ooy B
Density @ 20°C 118 giem 150 2781
Prarthane EOO | mie D of SOCK COPOATETS Camning of § MGURnCE of JOAE BOR MAGTITEL 3 Rt POl uthane OH Value <3 mg KOHIg. MQSA 47A
DI Pe 305 Detmeen TwTTOPAMTICS 30 O0ATY AN €N OF LM PUST @1 47 BSSEVE O 1N DMOC W CHhe [ e Meisture Contant <0.15 % MQSA 44
{ Crysuallization G- 11 min MQSA 124
b Meh Viscosity @ 130°C 1350 Pas 150 1133
© D . Mo et AN now Melting Paint 6842 G MQSA T0A
@ e Thermoplasticity Very High MQSA 684
| mastmms  meess . esmmy - Sonne nes o | Thess lypical valuss provids general mformation, nof for Ues 22 produst cpecioaton.
| ewmm—— 0c0 3w . 06O | tama =
,,,,,, ~e e | o ece - APPLICATIONS
| seamare=2 | ece Pearlbond™ 520 can be added to formulations of REACTIVE POLYURETHANE HOT-MELTS
(HMPUR), in arder to improve the crystallisation speed.
.t ot | €24 eve
| Pewmm—gco DT | ase 06¢O® | tume ™ HEALTH AND SAFETY
N “ o eve A safety data sheet on Pearlbond™ 520 is available, with all safety information. The usual safaty
< practices in the handling of chemicals should be observed. i.e.: good ventiation in the working area,
| Powmane™ 000 D | s OC®  Luw " gloves and protective goggles.

Se han evaluado las propiedades reoldgicas de estos aditivos funcionales (ECOTPU 520 Y 590)
biodegradables y los resultados muestran que son compatibles con la matriz polimérica del
filamento (TPU):

10°
—e— FILAMENTO TPU
~#- ECOTPU520
i —A— ECOTPU590
10° 3
10* 4
®
<
> 10° 4
3
=]
0o
=
10° 4
10
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Figura 1. Propiedades reoldgicas del filamento TPU y'18s aditivos funcionales biodegradables.
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ADITIVOS FUNCIONALES ANTIESTATICOS/CONDUCTORES

La acumulacién de carga eléctrica “descontrolada” constituye un importante riesgo laboral en
muchos sectores de la industria, mds concretamente en aquellas situaciones en las que estan
presentes materiales altamente inflamables, explosivos, en la manipulacién de productos
pirotécnicos, etc. Adicionalmente, el cuerpo humano es un buen conductor, y en ambientes con
humedad relativa baja, acumula cargas electrostaticas que dan lugar a un potencial de varios
miles de voltios. Por tanto, debido al significativo riesgo de ignicién existente en estas
situaciones laborales por la acumulacién de carga eléctrica, los trabajadores deben equiparse
con calzado de seguridad adecuado, esto es, calzado antiestatico o conductor que favorezca que
la corriente circule a través del cuerpo humano y descargue a tierra. Asi la energia que se pueda
acumular en su cuerpo, se perderd por el contacto con el suelo. Igualmente, los operarios deben
vestir con ropa que permita disipacidn de las cargas eléctricas que pudieran acumularse en ellos.

Se ha llevado a cabo una busqueda de aditivos funcionales que impartan cardcter
antiestatico/conductor que se muestran a continuacion:

LOW COST
nanotechnology multifunctionality

TS M550
Upne: 05727012

masterbatch

AVaRnSTATIC

Product Infroduction

A B D 51T Avanzare has develaped low cost highly efficient nanoparticles to obtain from anti-static, ESD

to conductive matenials. The combination of our nanomaterials produces interaction between
the particles to obtain percolation effect. We have solutions for different rates of conductivity

HITEMA 60760 AT es un

masterbatch antiestalica que contiens Una mezcia de adiivos de efecto rapido

una base o polistiiend.

~Tel +34941587027 - Fax + 34941 588143

la7ga duracion estabilzado

+ <100 MOhm
. + <1 MObm
+ Masterboich de large durackin cspeciimente. indiedo para fim do LDPE y LLDPE. que mejors + “200KOhm
N e dumeen Spees N TR v EEEE e e ] + <10 KOhm
notablement ka proces quinas autométicas de ata velocidad, debido  la acién de £

Avanzare anti-static, ESD and conductive materials based on nanotechnology can be used in
various types of materials. Nowadays we have already adapted them to several types and we
can adapt them to new ones:

i
Dosis H
H + Polywethanes
£ « Thermoplastics: PP, ABS, TPU, EVA
& « PVC
3
z + Rubber
Kl s  Composites
Caracteristicas H + Fabrics
n la humedad atmosfénca, formando H
e dosaoloda pesa o empoorar ke §| W havealso formulations in solid orin liquid for; such as dispersions in water of polyol
8 excelentes propieda: estaticas (resistividad superficial y haW decay -1
i 2
*  Empleado &n bajas dosis, practicaments no afecta & I imprasian ni a la sellabilidad del fim :
Embalaje 3
*  El producto s suministra contenido en sacos de polietienc de 25 Kg. Palets de 1.250 Kg o= pesc neto. 2
)
5, lioe de humedad. Durante su aimacenamiento mantener slejado de altas &
Bajo las condiciones apropiaras el producto puade aimacenarss durants § meses 3
EH

Sin embargo, tras la busqueda de aditivos funcionales antiestaticos se descartan algunos por su
elevado precio. De este modo, se selecciona como aditivo funcional el PLASTICYL TPU que
consiste en un masterbatch de TPU con nanotubos de carbono, que a continuacion se muestra:
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PLASTICYL™ TPU1001/ 15 Sepmember 2010 /02 - Page 1 of 2

PLASTICYL™ TPU1001
Technical Data Sheet

General Information

Description

PLASTICYL™ is a family of Multi-Wall Carbon (MWNT) i for
licati quiring superior i conductivity and i ge (ESD) properties.

PLASTICYL™ TPU1001 is a cc it based on ic polyurethane. B of its

high flow, PLASTICYL™ TPU1001 is ideal for both injection molding and extrusion processes.

Key Applications
« Tubes and pipes extrusion

« Conveyor belts
+ Exiruded films

Benefits

Excellent electrical conductivity at low loading
ion of key i

Ease of processing

Better abrasion properties

High cleanliness

DR

Technical Data

Main Characteristics

MFI (G/10 MIN)
NON-STANDARD TEST =
190°C: 87 kg: 4 mm

REAL DENSITY (G/L)

150 183

1010 - 475

Se han evaluado las propiedades reoldgicas y los resultados muestran que son compatibles con
la matriz polimérica del filamento (TPU). Ademas se produce una mejora de dichas propiedades
y un aumento de conductividad eléctrica.

Figura 2.

1,2.10°

1,0:10° |

8,0:10° |

6,0-10° |

4,0.10°

Médulo elastico G' a 25°C (Pa)

2,0.10°4

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
CNT (% en peso)

Propiedades reoldgicas de los aditivos funcionales conductores.

Pagina 10 de 22



ZONRALIT  IVACE
\\\ VALENCIANA CONPENTIOND PREARIL

Conductividad eléctrica (S/cm)

10 ] : : : : : : : : :
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

CNT (% en peso)

Figura 3. Propiedades conductoras de los aditivos funcionales conductores.

5. FUNCIONALIZACION DE FILAMENTOS

Se incorporaron los aditivos funcionales seleccionados a los filamentos
mediante extrusidn/aditivacion en fundido. Adicionalmente, se ha
estudiado la cantidad éptima a incorporar en el filamento para que imparta
las propiedades deseadas en la plantilla. Se trata de un pardmetro
importante que influye notablemente en los resultados finales del
proyecto: la cantidad de aditivo funcional incorporado (consecuentemente
el precio final de la plantilla), influye en la estructura y propiedades que
adquiera el filamento.

6. EVALUACION DE PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS, ANTI FUNGICAS Y
CITOTOXICIDAD

Se ha realizado un estudio de diferentes tipos de ensayos microbioldgicos para determinar las
propiedades antimicrobianas y su citotoxidad. Debido a que la funcionalizacion de estos
materiales implica en la incorporacién de los compuestos antimicrobianos en sus hilos y que
estos materiales se quedan firmemente adheridos, se ha determinado que, entre los diferentes
ensayos antimicrobianos existentes, los que mas se adaptan a estas caracteristicas son los
ensayos antimicrobianos 1SO16187 para bacterias, ISO.NP:20150 para hongos y el ensayo
ISO10993-5:2009 para evaluar el efecto citotéxico de estos materiales.
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ENSAYOS ANTIMICROBIANOS

Hasta hace poco para realizar ensayos antimicrobianos para calzado y componentes se
empleaban normas derivadas para textiles y principalmente para plasticos. Actualmente existe
una norma aprobada para determinar la eficiencia antibacteriana de materiales especificos para
calzados y componentes: ISO 16187:2013. Esta norma permite evaluar practicamente todos los
materiales presentes en calzados, excepto los metales. Estd formada por 3 metodologias
distintas que engloban tanto materiales absorbentes como no absorbentes, y esta indicada
principalmente para materiales antimicrobianos que no difunden en el medio.

De la misma forma, el proyecto de norma ISO.NP.20150 es un borrador de norma que se esta
desarrollando para evaluar el efecto fungicida en materiales especificos para calzados vy
componentes del calzado. También es una norma pensada para materiales antifungicos
incorporados que no difunden en el medio y que permite tener una estimativa porcentual del
efecto fungico de un dado compuesto frente a diferentes cepas de hongos. El método presenta
similitudes con el ISO16187 y esta pensado para materiales absorbentes y no absorbentes y que
dependiendo de esta propiedad se realiza un método estatico o dinamico.

6 muestras sin tratar (A)
6 muestras tratadas (B)-

= Re eRes

37°C, 24h SCDLP,
- agitar
1 mlinéculo 25x10° =@y gE=y (29 [ o
UFC/ml P -
Muestra Ay B

o +20ml _-

SCDLP,
agitar
—_—

1mlinéculo 2,5x10° &
UFC/ml S
Muestra Ay B —

Figura 4 - Preparacion de las muestras segun norma 1SO16187:2013.

ENSAYOS CITOTOXICIDAD

El empleo tanto de aditivos como de polimeros que van a formar parte de componentes de
calzado, articulos que se utilizan en contacto con la piel del usuario durante periodos largos de
tiempo, o que contactan con la misma repetidamente, requiere no sélo la demostracion de las
propiedades afiadidas de los mismos (antimicrobianas u otras), sino también la comprobacién
de que su empleo no va a producir, a priori, efectos negativos en la salud de la piel de los
usuarios.

Si bien los aditivos funcionales que han sido seleccionados para su aplicacion a los diferentes
polimeros cumplen, entre otros criterios, con la ausencia de toxicidad, es necesario comprobar
este aspecto una vez han sido incorporados a las matrices poliméricas, pues es posible que el
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procedimiento de aplicacion o posibles interacciones con las matrices pudieran modificar sus
propiedades.

En este sentido, con el objetivo de poder establecer la ausencia de toxicidad en células de piel
humana de los diferentes materiales funcionalizados, se empleard una norma de ensayo
establecida (ISO 10993-5:2009, “Biological evaluation of medical devices. Part 5: Tests for in vitro
toxicity). Esta norma esta disefiada para determinar la respuesta bioldgica de cultivos de células
de mamifero mediante la valoracidn de diferentes parametros bioldgicos, como la velocidad de
crecimiento celular o los dafos en los cultivos celulares. La norma permite evaluar un amplio
rango de articulos y materiales. Cuando se trata de materiales sdlidos, el dafio se puede evaluar,
bien exponiendo las células directamente a fragmentos de dichos materiales, aplicados en una
proporcién definida respecto a la superficie de cultivo celular, o bien de forma indirecta, a través
de la obtencion de extractos del material. Los extractos se obtienen poniendo en contacto las
muestras con soluciones que pueden ser de diferente naturaleza (tampones, medios de cultivo,
agua, etc.) y durante periodos de tiempo y temperaturas variables, en funcion de lo estricto que
se quiera ser a la hora de comprobar la citotoxicidad. Las muestras, bien se trate de muestras
solidas o de extractos, son puestas en contacto con los cultivos celulares durante un periodo de
tiempo establecido, generalmente 24h. Transcurrido este tiempo, el efecto de la exposicidn es
valorada, bien cualitativamente o bien cuantitativamente, estableciéndose si existe una
toxicidad del material y en qué grado.

Dado que la principal via de exposicion a los materiales funcionalizados a obtener en el proyecto
es la dérmica, se ha determinado que los ensayos de citotoxicidad se realizaran empleando
gueratinocitos humanos, que son las células que constituyen la epidermis, y por tanto seran las
mas directamente expuestas a los mismos.

El procedimiento general a seguir para los materiales funcionalizados seria el siguiente:

- Unprimer paso, que consiste en cortar las muestras, en caso necesario, para adaptar su
tamafio y/o superficie a la del drea de cultivo celular a emplear.

- Seguidamente se procede a la esterilizacién de las muestras. El proceso de esterilizacién
varia en funcién de la tipologia de muestra (si es termosensible, sensible a luz UV etc.),
de modo que debe ser adaptado a cada tipo de muestra en particular.

- Una vez esterilizadas las muestras, se ponen en contacto con los cultivos celulares.
Como sea mencionado mas arriba, bien de forma directa (muestras depositadas
directamente sobre la capa celular) o bien indirecta (diferentes diluciones de los
extractos obtenidos).

- Transcurridas 24h de exposicion en un incubador de cultivos celulares (372C, 95%HR, 5%
C02), los cultivos celulares son evaluados. Dependiendo del método concreto de
evaluacidn, se estudian diferentes parametros:

o Dafio celular mediante evaluaciéon morfoldgica.

o Medida del dafio celular

o Medida del crecimiento celular

o Medida de aspectos concretos del metabolismo celular.

- Tras llevar a cabo la evaluacién de los cultivos celulares expuestos mediante alguno de
estos aspectos, se asigna un grado de citotoxicidad de 0 a 4 en el caso de los métodos
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cualitativos, o un porcentaje de citotoxicidad respecto a un material control en el caso
de los métodos cuantitativos. Para los métodos cualitativos, un grado mayor de 2
determina que la muestra es citotdxica. Para los métodos cuantitativos, generalmente
un porcentaje de citotoxicidad mayor de 30% define la muestra como citotdxica.

En primer lugar se analizo la citotoxidad del filamento base TPU sin aditivos (PUO0), el cual ha
sido extrusionado y mediante impresién 3D se ha obtenido una plantilla prototipo con este
material. En ensayo se ha realizado segin la norma UNE-EN ISO 10993-5: 2009, la cual describe
el método para evaluar la citotoxicidad in vitro de productos sanitarios (u otros materiales)

mediante la incubacidn de células cultivadas con los materiales correspondientes, bien por
contacto directo o por difusiéon. Mediante la evaluacién de determinados parametros bioldgicos,
se determina la respuesta de las células de mamifero expuestas a los materiales problema. El
método empleado ha sido el Contacto Directo, con un periodo de exposicidon de 24 h. La linea
celular empleada ha sido la HaCaT (queratinocitos humanos). Las células HaCaT se sembraron
en placas Petri de 60 mm, y se cultivaron hasta el 80% de confluencia. El medio y condiciones de
cultivo han sido las estandar para este tipo celular (Medio DMEM mas L-glutamina, incubacidn
a379C, 5% CO,). Parallevar a cabo el ensayo, el medio fue eliminado, y se afiadié medio fresco.
Cada muestra fue situada cuidadosamente en el centro de la placa Petri correspondiente. Las
células se cultivaron durante 24h en presencia de las muestras, y la citotoxicidad fue evaluada
de modo cualitativo. Se emplearon triplicados de cada muestra, ademas de una muestra control
(sélo medio de cultivo). Las muestras fueron previamente esterilizadas mediante gradientes de
etanol, para evitar la contaminacion de las células durante la exposicidn a las mismas. El tamafio
de las muestras corresponde a aproximadamente 1/10 de la superficie de cultivo, tal y como
indica la norma.

Para la evaluacidn cualitativa de la citotoxicidad, las muestras fueron retiradas, y los cultivos
celulares fueron examinados mediante un microscopio invertido. Se evaluaron aspectos como
cambios morfoldgicos, vacuolizacién, despegue celular, lisis, integridad de las membranas y
estado del nucleo. Ademas, los cultivos fueron tefiidos con dos colorantes fluorescentes: SYTO9,
gue marca todas las células en verde, permitiendo distinguir sus detalles, y el colorante
fluorescente Pl (yoduro de propidio), que marca las células muertas o dafiadas en rojo (Figura
2). El estado de las muestras fue graduado conforme a los siguientes grados de reactividad, de
acuerdo a la norma empleada. Como indica la tabla 1, la evaluacién fue realizada asignando
valores al efecto del material ensayado sobre el cultivo celular, que abarcaron un rango desde
“0” (sin efecto observable) hasta 4 (dafo severo). Se considera citotdxica una muestra que
alcance un valor mayor de 2.
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Tabla 1. Grados de reactividad para el ensayo de contacto directo.

Grado Reactividad Descripcion de la zona reactiva
0 Ninguna No se detectan células alteradas ni debajo ni alrededor de la muestra
1 Ligera Algunas células deformadas o degeneradas bajo la muestra
2 Media Zona limitada al area bajo la muestra
3 Moderada Zona que se extiende hasta 1,0 cm desde la muestra
4 Severa Zona que se extiende mas de 1,0 cm mas alla de la muestra
LUz

TRANSMITIDA SYTO9

4' --
4
’ --

Figura 6. Microfotografias representativas de cultivos celulares expuestos al material de ensayo

CONTROL

PUO

y tefiidos con colorantes fluorescentes.

La Tabla 2 siguiente recoge los resultados obtenidos:

MUESTRA GRADUACION EFECTO
Control 0
PUO 1

La muestra filamento base TPU sin aditivos (PUOQ) presenta un grado de reactividad de 1
(algunas células deformadas bajo la muestra), considerandose por tanto que no es citotdxica.

La tincion fluorescente confirma esta observacion.
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A continuacion se muestran los resultados tras analizar el filamento base TPU con el aditivo
antimicrobiano BIOMASTER, el cual ha sido extrusionado y mediante impresién 3D se ha
obtenido una plantilla prototipo con este material. Se ha determinado la actividad
antibacteriana evaluando el efecto de los diferentes tratamientos en cultivos de Klebsiella

pneumoniae y Staphylococcus aureus tras 18 - 24 horas de crecimiento en diferentes
condiciones:

GEINERALTAT IV ACE
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Z

g
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Tabla 3. Pesos de las muestras de TPU funcionalizado y no funcionalizado.

MUESTRA mg de TPU pg de Ag (1%) K. pneumoniae (G-)
1 105,3 1053 sin efecto/crecido
2 101,7 1017 sin efecto/crecido
3 49,8 498 sin efecto/crecido
4 51,7 517 sin efecto/crecido
5 13,5 135 sin efecto/crecido
6 12,7 127 sin efecto/crecido

108,9 -
102,1 -
51,4 -
52,8 -
13,3 -

16,3

MUESTRA mg de TPU pg de Ag (1%) S. aureus (G+)
1 105,2 1052 sin efecto/crecido
2 103,7 1037 sin efecto/crecido
3 59,4 594 sin efecto/crecido
4 52,9 529 sin efecto/crecido
5 11,8 118 sin efecto/crecido
6 13,5 135 sin efecto/crecido

101,6 -

102,0 -

50,1 -

51,6 -

10,5 -

11,6 -
13 207,7 2077 sin efecto/crecido
14 204,5 2045 sin efecto/crecido

Se han realizado cultivos de 1,8 ml de NB en los cuales se ha inoculado 0.2 ml de cada cepa a
una densidad o6ptica inicial de 0.1 (ODssenm) ¥ se ha evaluado para cada una de ellas las
condiciones anteriormente descritas a 18-24 horas. El efecto antimicrobiano ha sido establecido
mediante medida visual de la turbidez del cultivo. El crecimiento bacteriano se indica como “+”
y la ausencia de crecimiento como “-“. El simbolo “+/-“ indica una muestra con crecimiento, pero
inferior al control positivo (bacteria + medio de cultivo).

El filamento funcionalizado, cortado en fragmentos y 1 mm de espesor NO presenta actividad
antibacteriana para ninguna de las bacterias testadas.
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Figura 7. Muestras evaluadas en medio liquido de Staphylococcus aureus CECT 239 con diferentes

pesos de TPU impregnados con nanoparticculas de Ag (de 1 a 6 — Funcionalizado).
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Figura 8. Muestras evaluadas en medio liquido de Staphylococcus aureus CECT 239 con diferentes
pesos de TPU sin nanoparticulas de Ag (de 7 a 12 - NO Funcionalizados)
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Figura 9. Muestras evaluadas en medio liquido de Klebsiella pneumoniae CECT141 con diferentes

pesos de TPU impregnados con nanoparticculas de Ag (de 1 a 6 - Funcionalizado)
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Figura 10. Muestras evaluadas en medio liquido de Klebsiella pneumoniae CECT141 con diferentes
pesos de TPU sin nanoparticulas de Ag (de 7 a 12 - NO Funcionalizados)

A continuacion se muestran los resultados de citotoxicidad tras analizar el filamento base TPU
con el aditivo antimicrobiano BIOMASTER, el cual ha sido extrusionado y mediante impresion
3D se ha obtenido una plantilla prototipo con este material. El ensayo se ha realizado segun la
norma UNE-EN ISO 10993-5:2009 descrito anteriormente. Para la evaluacidn cualitativa, las
muestras fueron retiradas, y los cultivos celulares fueron examinados mediante un microscopio

invertido. Se evaluaron aspectos como cambios morfoldgicos, vacuolizacién, despegue celular,
lisis, integridad de las membranas y estado del nucleo. El estado de las muestras fue graduado
conforme a los siguientes grados de reactividad, de acuerdo a la norma empleada:
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Tabla 4. Grados de reactividad para el ensayo de contacto directo.

Grado | Reactividad Descripcion de la zona reactiva
0 Ninguna No se detectan células alteradas ni debajo ni alrededor de la muestra
1 Ligera Algunas células deformadas o degeneradas bajo la muestra
2 Media Zona limitada al area bajo la muestra
3 Moderada Zona que se extiende hasta 1,0 cm desde la muestra
4 Severa Zona que se extiende mas de 1,0 cm mas alla de la muestra

Como indica la Tabla 4, la evaluacion fue realizada asignando valores al efecto del material
ensayado sobre el cultivo celular, que abarcaron un rango desde “0” (sin efecto observable)
hasta 4 (dafio severo). Se considera citotdxica una muestra que alcance un valor mayor de 2.

FUNCIONALIZADA

" 4 YR e R

CONTROL

Figura 11. Microfotografias representativas de cultivos celulares expuestos al material
de ensayo. Las flechas rojas indican células en proceso de division.

La tabla siguiente recoge los resultados obtenidos (Tabla 5):

MUESTRA GRADUACION EFECTO
Control 0
Material funcionalizado 1

La muestra evaluada presenta un grado de reactividad de 1, observandose algunas células
deformadas bajo la muestra. El resto de superficie de cultivo muestra células completamente
sanas, observandose numerosas células en proceso de division. Se concluye que la muestra
evaluada no es citotdxica.

Los informes realizados de citotoxicidad y antimicrobianos se incluyen en el ANEXO de este
entregable.
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7. CONCLUSIONES

Se han obtenido formulaciones funcionalizadas para la impresidon en 3D de plantillas para
calzado, con propiedades reolégicas adecuadas de biodegradabilidad y conductoras. Por otro
lado, las formulaciones desarrolladas no son citotéxicas. En cuanto a sus propiedades
antibacterianas, el filamento base TPU con el aditivo antimicrobiano incorporado no muestra
actividad antibacteriana.

8. ANEXO

ENSAYO CITOTOXICIDAD C-16098768

ENSAYO ANTIMICROBIANO C-16119303
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INESCOP Informe de

INSTITUTO TECNOLOGICO

DEL CALZADO Y CONEXAS LABORATORIO

INFORME N°: C-16098768

ASUNTOQ: Evaluacion de comportamiento en filamentos
para impresion -D. PROYECTO IVACE
AMFAB I

SOLICITANTE: INTERIOR

MUESTRAS:

Poliuretano termofusible (Ref. PUO) extrusionado con impresora 3D, en fragmentos
de 1,5x1,5cmy 1 mm de espesor.

ENSAYOS REALIZADOS/SOLICITADOS:

DETERMINACION DE CITOTOXICIDAD segun norma UNE-EN ISO 10993-5:
2009

RESULTADOS:

La norma UNE-EN ISO 10993-5:2009 describe el método para evaluar la
citotoxicidad in vitro de productos sanitarios (u otros materiales) mediante la
incubacion de células cultivadas con los materiales correspondientes, bien por
contacto directo o por difusion. Mediante la evaluacion de determinados
parametros biologicos, se determina la respuesta de las células de mamifero
expuestas a los materiales problema.

El método empleado ha sido el Contacto Directo, con un periodo de exposicién de
24 h.

La linea celular empleada ha sido la HaCaT (queratinocitos humanos). Las células
HaCaT se sembraron en placas Petri de 60 mm, y se cultivaron hasta el 80% de
confluencia. El medio y condiciones de cultivo han sido las estandar para este tipo
celular (Medio DMEM mas L-glutamina, incubacion a 37 °C, 5% CO»).

INESCOP ELDA e-mail:inescop@inescop.es INESCOP RIOJA e-mail:utarnedo@inescop.es
INESCOP ELCHE e-mail:utelche@inescop.es INESCOP VILLENA e-mail:utvillena@inescop.es
INESCOP BALEARES e-mail:utinca@inescop.es INESCOP VALL D’UIXO e-mail:utvall@inescop.es

INESCOP FUENSALIDA C.C. e-mail:asidcat@asidcat.com
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DEL CALZADO Y CONEXAS LABORATORIO

INFORME N° C-16119303
ASUNTO: Pon Asunto
SOLICITANTE: INTERIOR

. MUESTRAS:

a Muestras de filamento con nanoparticulas de plata afiadida

II. ENSAYOS REALIZADOS/SOLICITADOS:

— PROYECTO: AMFAB-II (IMDECA/2016/2) 4
— DETERMINACION DE EFECTO ANTIBACTERIANO EN MEDIO LIQUIDO
— DETERMINACION DE CITOTOXICIDAD segun norma UNE-EN ISO 10993-5: 2009

[ll. RESULTADOS:
1. DETERMINACION DE EFECTO ANTIBACTERIANO EN MEDIO LIQUIDO
OBJETIVO

El objetivo de este estudio es evaluar la posible actividad antimicrobiana mediante
efecto del material en medio liquido, sobre 2 cepas bacterianas estandar, de filamento
de PU con y sin nanoparticulas de plata incorporada.

El ensayo ha sido realizado en medio liquido. Se han analizado duplicados de cada
muestra.

MATERIAL UTILIZADO

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana de las muestras se ha utilizado el
siguiente material:

INESCOP ELDA e-mail:inescop@inescop.es INESCOP RIOJA e-mail:utarnedo@inescop.es
INESCOP ELCHE e-mail:utelche@inescop.es INESCOP VILLENA e-mail:utvillena@inescop.es
INESCOP BALEARES e-mail:utinca@inescop.es INESCOP VALL D’UIXO e-mail:utvall@inescop.es

INESCOP FUENSALIDA C.C. e-mail:asidcat@asidcat.com
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- Cepas de trabajo:
o Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, (Scroteter 1886) Trevisan
1887 CECT 141.
o Staphylococcus aureus subsp. aureus, Rosenbach 1884 CECT 239
- Medios de cultivo NB (Nutrient Broth).
- Condiciones de crecimiento: 37 °C y 160 rpm.

Nutrient Broth (1L) pH =7.2

Extracto de carne (5 g)
Peptona (10 g)
NaCl (5 g)

PU Control (No funcionalizado)
PU Funcionalizado con plata

A. Muestras:

A.l. Sdlidas:
1.8 mI NB
200 pl de suspension bacteriana con ODsge de 0,1
PU cortado en trozos pequefios (menor que 4mm)

B. Controles:

B1. Control Negativo (CN): 2.0 ml NB
B.2. Controles Positivos (CP):

B.2.1. 1.7 ml NB
200 pl de suspension bacteriana con ODsge de 0,1
100 pl de agua desionizada autoclavada.

ENSAYOS REALIZADOS/SOLICITADOS:

— DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA (Cédigo 6852).
Determinacion del efecto antimicrobiano de muestras de emulsiones de nanoparticulas
de plata con gelatina o borohidruro en cultivos de Klebsiella pneumoniae y
Staphylococcus aureus mediante cultivos en medio liquido después de 18 - 24 horas
de crecimiento.

RESULTADOS:

Para la realizacion del ensayo se ha evaluado el efecto de los diferentes tratamientos
en cultivos de Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus tras 18 - 24 horas de
crecimiento en diferentes condiciones:
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Tabla con los pesos de las muestras de TPU funcionalizado y no funcionalizado. Segun el
fabricante el TPU esta funcionalizado con 1% de nanoparticulas de Ag°.

MUESTRA mg de TPU ug de Ag (1%) K. pneumoniae (G-)
1 105,3 1053
2 101,7 1017
3 49,8 498
4 51,7 517
5 13,5 135
6 12,7 127

108,9 -
102,1 -
51,4 -
52,8 -
13,3 -
16,3

MUESTRA mg de TPU ug de Ag (1%) S. aureus (G+)
1 105,2 1052
2 103,7 1037
3 59,4 594
4 52,9 529
5 11,8 118
6 13,5 135

101,6 -
102,0 -
50,1 -
51,6 -
10,5 -
11,6 -
13 207,7 2077
14 204,5 2045

Para ello se han realizado cultivos de 1,8 ml de NB en los cuales se ha inoculado 0.2
ml de cada cepa a una densidad optica inicial de 0.1 (ODsssnm) Y Se ha evaluado para
cada una de ellas las condiciones anteriormente descritas a 18 - 24 horas. El efecto
antimicrobiano ha sido establecido mediante medida visual de la turbidez del cultivo.
El crecimiento bacteriano se indica como “+” y la ausencia de crecimiento como “-“. El
simbolo “+/-“ indica una muestra con crecimiento, pero inferior al control positivo
(bacteria + medio de cultivo).

Comentarios:

El producto funcionalizado Poliuretano termofusible (Ref. “MUESTRA
FUNCIONALIZADA”"), extrusionada con impresora 3D, cortado en fragmentos y 1 mm
de espesor. NO presenta actividad antibacteriana para ninguna de las bacterias
testadas.
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Figura 1. Muestras evaluadas en medio liquido de Staphylococcus aureus CECT 239 con diferentes pesos de
TPU impregnados con nanoparticculas de Ag (de 1 a 6 — Funcionalizado).
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Figura 2. Muestras evaluadas en medio liquido de Staphylococcus aureus CECT 239 con diferentes pesos de
TPU sin nanoparticulas de Ag (de 7 a 12 - NO Funcionalizados)
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Figura 3. Muestras evaluadas en medio liquido de Klebsiella pneumoniae CECT141 con diferentes pesos de TPU
impregnados con nanoparticculas de Ag (de 1 a 6 - Funcionalizado)
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Figura 4. Muestras evaluadas en medio liquido de Klebsiella pneumoniae CECT141 con diferentes pesos de TPU sin nanoparticulas de Ag (de 7 a 12
- NO Funcionalizados)
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2. DETERMINACION DE CITOTOXICIDAD

- Muestra  analizada: Poliuretano  termofusible  (Ref. ‘MUESTRA
FUNCIONALIZADA”"), extrusionada con impresora 3D, en fragmentos de 1,5 x
15 cm y 1 mm de espesor. La muestra no funcionalizada fue evaluada
previamente en el informe C-16098768, no habiendo resultado citotdxica.

La norma UNE-EN ISO 10993-5:2009 describe el método para evaluar la
citotoxicidad in vitro de productos sanitarios (u otros materiales) mediante la
incubacion de células cultivadas con los materiales correspondientes, bien por
contacto directo o por difusion. Mediante la evaluacién de determinados parametros
biolégicos, se determina la respuesta de las células de mamifero expuestas a los
materiales problema.

El método empleado ha sido el Contacto Directo, con un periodo de exposicion de
24 h.

La linea celular empleada ha sido la HaCaT (queratinocitos humanos). Las células
HaCaT se sembraron en placas Petri de 60 mm, y se cultivaron hasta el 80% de
confluencia. El medio y condiciones de cultivo han sido las estandar para este tipo
celular (Medio DMEM mas L-glutamina, incubacion a 37 °C, 5% CO»).

Para llevar a cabo el ensayo, el medio fue eliminado, y se afiadi6 medio fresco.
Cada muestra fue situada cuidadosamente en el centro de la placa Petri
correspondiente. Las células se cultivaron durante 24h en presencia de las
muestras, y la citotoxicidad fue evaluada de modo cualitativo. Se emplearon
triplicados de cada muestra, ademas de una muestra control (s6lo medio de cultivo).

Las muestras fueron previamente esterilizadas mediante gradientes de etanol, para
evitar la contaminacion de las células durante la exposicion a las mismas. El tamafio
de las muestras corresponde a aproximadamente 1/10 de la superficie de cultivo,
tal y como indica la norma.

- Evaluacion cualitativa de la citotoxicidad:

Para la evaluacion cualitativa, las muestras fueron retiradas, y los cultivos celulares
fueron examinados mediante un microscopio invertido. Se evaluaron aspectos como
cambios morfoldgicos, vacuolizacion, despegue celular, lisis, integridad de las

membranas y estado del nucleo. El estado de las muestras fue graduado conforme
a los siguientes grados de reactividad, de acuerdo a la nhorma empleada:

Tabla 1. Grados de reactividad para el ensayo de contacto directo.
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Grado Reactividad Descripcion de la zona reactiva
0 Ninguna No se detectan células alteradas ni debajo ni alrededor de la
muestra
1 Ligera Algunas células deformadas o degeneradas bajo la muestra
2 Media Zona limitada al area bajo la muestra
3 Moderada Zona que se extiende hasta 1,0 cm desde la muestra
4 Severa Zona que se extiende mas de 1,0 cm mas alla de la muestra

Como indica la tabla 1, la evaluacién fue realizada asignando valores al efecto del
material ensayado sobre el cultivo celular, que abarcaron un rango desde “0” (sin
efecto observable) hasta 4 (dafio severo). Se considera citotoxica una muestra que
alcance un valor mayor de 2.

Figura 5. Microfotografias representativas de cultivos celulares expuestos al
material de ensayo. Las flechas rojas indican células en proceso de division.

La tabla siguiente recoge los resultados obtenidos (Tabla 2):

MUESTRA GRADUACION EFECTO

Control 0

Material funcionalizado 1
CONCLUSIONES:

La muestra evaluada presenta un grado de reactividad de 1, observandose algunas
células deformadas bajo la muestra. El resto de superficie de cultivo muestra
células completamente sanas, observandose numerosas células en proceso de
division. Se concluye que la muestra evaluada no es citotoxica.
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IV. CONDICIONES AMBIENTALES:

Excepto cuando se especifican otras condiciones, los ensayos que figuran en el
presente informe se han realizado en las condiciones ambientales siguientes:

Temperatura: 23+2°C
Humedad relativa: 50+5%

Elda, 29 noviembre 2016.

Fdo.: Marcelo Bertazzo

Dr. Biologia

Sigue hoja con prescripciones.
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PRESCRIPCIONES:

1 INESCOP responde Unicamente de los resultados consignados en el informe que se
refiere exclusivamente a los materiales o muestras que se indican en el mismo y que
gueden en su poder. Salvo mencion expresa, las muestras han sido libremente
elegidas y enviadas por el solicitante.

2 Ninguna de las indicaciones formuladas en este informe puede tener el caracter de
garantia para las marcas comerciales que en su caso se citen.

3 Generalmente, y salvo indicacion expresa, los materiales de ensayo se conservaran
seis meses después de su utilizacion vy, tras este plazo, no se podran realizar
comprobaciones.

4 Los resultados se consideran como propiedad del solicitante y, sin autorizacion
previa, INESCOP se abstendra de comunicarlos a un tercero. Sin embargo, pasado
un mes de la entrega del informe, INESCOP podra publicar los resultados con fines
estadisticos o cientificos.

5 Las incertidumbres estimadas de los ensayos acreditados por ENAC se encuentran
a disposicion del cliente en INESCOP.

6 Este Instituto no se hace responsable en ningun caso, de la interpretacion o uso
indebido que pueda hacerse de este documento, cuya reproduccion total o parcial,
con fines de publicidad y sin la autorizacion de INESCOP, esta totalmente prohibida.

7 Ante posibles discrepancias entre informes, se procederia a una comprobacion
dirimente en la Sede Central de este Instituto.

8 En el supuesto de que se pretenda utilizar el presente informe como prueba pericial
ante cualquier 6rgano judicial, se requerira inexcusablemente la aceptacion y
conformidad previa expresa de INESCOP. A los efectos indicados los Técnicos de
INESCOP que elaboren el informe no podran ser citados en calidad de Testigos en
el procedimiento judicial en que sea utilizado pericialmente dicho informe.

La aceptacion del cargo de perito requerira el abono previo en las cuentas de
INESCOP de la provision de fondos correspondiente, por la parte o partes que
hubiesen propuesto la prueba pericial.

Este Instituto esta autorizado por la Direccién General de Informacion e Inspeccion
Comercial del Ministerio de Comercio, para que sus dictamenes analiticos ostenten
validez legal, a efectos de cuanto preceptla el Real Decreto 1945/1983, de 22 de junio
(BOE 15.07.83) sobre analisis de calzados, sus materias primas, cualidades de
fabricacion, etc.
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VI. CONDICIONES AMBIENTALES:

Excepto cuando se especifican otras condiciones, los ensayos que figuran en el
presente informe se han realizado en las condiciones ambientales siguientes:

Temperatura: 23+2°C

Humedad relativa: 50+5%

Elda, 4 noviembre 2016

Fdo.: Marcelo Bertazzo
Dr. Biologia

Puede consultar las prescripciones del laboratorio en la direccion
http://www.inescop.es/prescripcioneslaboratorio
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Para llevar a cabo el ensayo, el medio fue eliminado, y se afiadi6 medio fresco.
Cada muestra fue situada cuidadosamente en el centro de la placa Petri
correspondiente. Las células se cultivaron durante 24h en presencia de las
muestras, y la citotoxicidad fue evaluada de modo cualitativo. Se emplearon
triplicados de cada muestra, ademas de una muestra control (s6lo medio de
cultivo).

Las muestras fueron previamente esterilizadas mediante gradientes de etanol,
para evitar la contaminacion de las células durante la exposicion a las mismas. El
tamafo de las muestras corresponde a aproximadamente 1/10 de la superficie de
cultivo, tal y como indica la norma.

- Evaluacion cualitativa de la citotoxicidad:

Para la evaluacion cualitativa, las muestras fueron retiradas, y los cultivos
celulares fueron examinados mediante un microscopio invertido. Se evaluaron
aspectos como cambios morfologicos, vacuolizacion, despegue celular, lisis,
integridad de las membranas y estado del nucleo. Ademas, los cultivos fueron
tefidos con dos colorantes fluorescentes: SYTO9, que marca todas las células en
verde, permitiendo distinguir sus detalles, y el colorante fluorescente PI (yoduro de
propidio), que marca las células muertas o dafiadas en rojo (Figura 2).

El estado de las muestras fue graduado conforme a los siguientes grados de
reactividad, de acuerdo a la norma empleada:

Tabla 1. Grados de reactividad para el ensayo de contacto directo.

Grado Reactividad Descripcién de la zona reactiva
0 Ninguna No se detectan células alteradas ni debajo ni alrededor de la
muestra
1 Ligera Algunas células deformadas o degeneradas bajo la muestra
2 Media Zona limitada al &rea bajo la muestra
3 Moderada Zona que se extiende hasta 1,0 cm desde la muestra
4 Severa Zona que se extiende mas de 1,0 cm mas alla de la muestra

Como indica la tabla 1, la evaluacion fue realizada asignando valores al efecto del
material ensayado sobre el cultivo celular, que abarcaron un rango desde “0” (sin
efecto observable) hasta 4 (dafio severo). Se considera citotéxica una muestra
gue alcance un valor mayor de 2.
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Figura 1. Microfotografias representativas de cultivos celulares expuestos al material de
ensayo Yy tefiidos con colorantes fluorescentes.

La tabla siguiente recoge los resultados obtenidos (Tabla 2):

MUESTRA GRADUACION EFECTO
Control 0
PUO 1

IV. CONCLUSIONES:

La muestra evaluada presenta un grado de reactividad de 1 (algunas células
deformadas bajo la muestra), considerandose por tanto que no es citotoxica. La
tincion fluorescente confirma esta observacion.
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CONDICIONES AMBIENTALES:

Excepto cuando se especifican otras condiciones, los ensayos que figuran en el
presente informe se han realizado en las condiciones ambientales siguientes:

Temperatura: 23+2°C

Humedad relativa: 50+5%

Elda, 28 septiembre 2016

Fdo.: Maria Isabel Maestre Lopez
Dra. Biologia

Puede consultar las prescripciones del laboratorio en la direccion
http://www.inescop.es/prescripcioneslaboratorio
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