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RESUMEN

Este Trabajo Fin de Grado estd enmarcado dentro del drea de investigacion y de realidad
profesional de la bioimpresion, técnica novedosa para la creacion de estructuras con diferentes
aplicaciones en ingenieria de tejidos, medicina regenerativa y estudios biomédicos.

A lo largo de este Trabajo Fin de Grado se ha aprendido a usar una bioimpresora 3D, se han
optimizado sus parametros de impresidn para la obtencion de estructuras funcionales y se ha
experimentado con diferentes formulaciones de componentes predeterminados (alginato-
cloruro cdlcico) con objeto de conseguir una formulacién éptima para su uso como tinta de
biomaterial imprimible.

El criterio de seleccién de una formulacion éptima de biotinta ha venido dado por los resultados
gue se han obtenido en los multiples ensayos reolégicos realizados, de forma que se ha
relacionado la viscosidad de la tinta de biomaterial con su concentracidn de entrecruzante,
concluyendo con una muestra viable para futuras lineas de investigacién.

Palabras clave: Bioimpresién; Tintas de biomaterial; Viscosidad; Reologia
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ABSTRACT

This Final Degree Project is framed within the research and professional field of bioprinting, a
novel technique for creating structures with diverse applications in tissue engineering,
regenerative medicine, and biomedical studies.

Throughout this Final Degree Project, students have learned how to use a 3D bioprinter,
optimized its printing parameters to obtain functional structures, and experimented with
different formulations of predetermined components (alginate-calcium chloride) to achieve an
optimal formulation for use as a printable biomaterial ink.

The selection criteria for an optimal bioink formulation were based on the results obtained from
the multiple rheological tests performed. The viscosity of the biomaterial ink was related to its
crosslinker concentration, resulting in a viable sample for future lines of research.

Key words: Bioprinting, Biomaterial inks, Viscosity, Rheology
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Capitulo 1. OBJETIVOS Y ALCANCE

La tecnologia de la bioimpresién es un campo novel para todo el dominio de la medicina y la
salud. Lo que en su momento comenzé como una herramienta para prototipar mecanismos
simples o crear piezas de ensamblaje a bajo costo usando plasticos y filamentos de 4acido
polilactico (PLA), ha encontrado una rama para revolucionar completamente el modus operandi
de una gran cantidad de estudios y proyectos. [1]

Desde crear bases biocompatibles para cultivo celular, soportes para construir simulaciones
funcionales de vascularizacién del corazén e incluso para fabricar piel sintética capa por capa, el
uso de la bioimpresidn ha sido vital para alcanzar nuevos hitos que no se veian posibles. Muchos
proyectos que llegaron a un punto muerto, ya sea por falta de recursos o soluciones, han
encontrado la solucién a sus correspondientes dificultades gracias a un uso inteligente de la
bioimpresion.

En el caso del rendimiento, uso y funcionamiento de cada pieza impresa, primero se debe
conocer con qué se esta trabajando y qué se necesita para trabajar.

1.1 Bioimpresoras y biotintas
BIOIMPRESORAS:

Una bioimpresora es una maquina que permite fabricar estructuras bioldgicas gracias a la
tecnologia de impresién 3D. Estas estructuras son biocompatibles, ya que se usan materiales
qgue no interaccionan negativamente con el cuerpo humano. Su objetivo es actuar como un
tejido funcional, capaz de imitar sus propiedades y replicar sus funciones.

Existen varios tipos de bioimpresoras, con diferencias segun la precision y complejidad de las
estructuras que pueden llegar a crear, lo cual las lleva a tener diferentes usos o aplicaciones:

e Bioimpresidn por extrusidn (extrusion-based bioprinting)
Este método utiliza una boquilla que empuja la biotinta de manera continua,
formando estructuras capa a capa. Esta extrusidn se puede realizar con presion
neumatica, mecanica o térmica.
Los usos mas comunes de este tipo de impresién son para trasplantes de piel
sintética y medicina regenerativa. Eso es posible gracias a la capacidad de
creacion de tejidos mas gruesos y complejos.
Han llegado a desarrollarse modelos de cartilago de nariz y oido utilizando este
método, todo ello con el objetivo de usarlo para cirugia reconstructiva. [2]

Las impresoras de extrusién constan de un depdsito controlado por presidn y
temperatura y un mecanismo de dispensacidn con la capacidad de moverse en
los ejes x, v, z.

Un uso clave de este método de bioimpresion es la creacién de scaffolds.

Los scaffolds son andamios biocompatibles que pueden usarse como soporte
para el cultivo celular.

11
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A continuacién, se muestran las ventajas e inconvenientes de este tipo de
bioimpresoras:

v" Permite la creacidn de scaffolds y su uso en otras especialidades

v' Capacidad de creacién mas robusta.

X Dificultad a la hora de crear estructuras que necesiten
precision.

X Es el método que mas presion aplica a las células en la biotinta.

e Bioimpresion por inyeccion de tinta (inkjet-based bioprinting)

Este es el método mds parecido a las impresoras 3D convencionales. Usa un
cabezal de impresién que expulsa gotas de biotinta una a una, formando la
estructura capa por capa.

Suele usarse sobre todo en investigacién biomédica, ya que este método en
particular, gracias a su alta precision, permite el desarrollo de tejidos finos como
piel artificial, patrones celulares especificos o laminas celulares ultra finas; son
algunos de los resultados a esperar cuando se usa este tipo de bioimpresidén en
un proyecto. [2]

Hay que tener en cuenta las siguientes caracteristicas de este tipo de
bioimpresora:

v" Alta resolucién y precision.

v" Menor coste en comparacién con las otras técnicas.

X Dificultad a la hora de crear estructuras gruesas.

e Bioimpresion por laser (laser-based bioprinting)

Utiliza pulsos ldser para depositar biotintas con altisima precision y sin
necesidad de contacto directo con las células. La concentracion del Iaser provoca
que caigan gotas de biotinta, permitiendo una colocacién controlada de cada
célula.

Al poseer tanta precisién, su uso principal es la impresidon de estructuras
celulares complejas. Estas estructuras pueden acabar dando lugar a tejidos
neuronales o estudios de interaccion intercelular, es decir, estructuras donde la
disposicion de las células es crucial para su funcionamiento. [2]

Como en los otros casos, este tipo de bioimpresora tiene propiedades Unicas:
v' Permite estudios complejos gracias a su precisién.
v Evita el dafio celular que puedan causar los otros métodos al
interactuar con las biotintas.
X Mas cara y dificil de implementar en comparacion a los otros
métodos.
X Las biotintas han de ser compatibles con el laser.

12
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Tabla 1 - Tipos de procedimientos de bioimpresion
EXTRUSION INYECCION DE TINTA LASER
pneumatic  piston screw thermal piezoelectric encrgy absorbing layer
> > laser pulse
1 > lJ,. N N\ [ doncr-shde
i heater pae.rot{edn( " [
b:m 1 acl uart W
U l-} g u_.-o.: G o.. G "

Figl. Impresién por extrusion

o o

Fig2. Impresién por inyeccién

“

Fig3. Impresién por laser [2]

2] de tinta [2]
Expulsion | Dispensado robético Mediante calor o presiéon Pulseo laser
de tinta (neumdtica, mecanica, térmica)
Método de | Hebras continuas Gotas individuales Gotitas desde una capa de biotinta
expulsién
Precision Media (200um) Alta (1-50 um) Muy alta (Micro escala)

BIOTINTAS:

Las biotintas, por su parte, son materiales biocompatibles que se usan para crear estructuras
celulares estables. Aunque no necesariamente deben de tener células, pueden estar
compuestas por componentes extraidos de érganos o tejidos que atraigan o retengan células.
Su funcién principal es proporcionar un entorno adecuado para la adhesion, proliferacion y
diferenciacién de células vivas, permitiendo asi la fabricacién de tejidos funcionales.

Una biotinta debe de pasar por varios test antes de poder ser comercializada. En estas pruebas
se verifican sus principales caracteristicas:

e Biocompatibilidad -> no debe causar rechazo celular ni presentar toxicidad.

e Viscosidad -> la capacidad de no colapsar ni deformarse durante la impresion.

e Soporte mecdnico -> la estructura debe poder mantenerse hasta que las células generen

su matriz extracelular.

e Degradabilidad -> un tiempo de vida adecuado. Debe permitir a las células reemplazar

el tejido natural.

13
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Para poder darlas un uso correcto, es necesario averiguar mas propiedades sobre las biotintas.
Debemos conocer detalles como su composicion, usos o biocompatibilidad:

Tabla 2 - Ejemplos de tipos de biotintas

TIPO DE | DESCRIPCION MATERIALES Y USOS | RESISTENCIA | BIOCOMPATIBILIDAD
BIOTINTA PRINCIPALES MECANICA
Basadas en | Los hidrogeles son | Algina-> Baja. Alta
hidrogeles redes tridimensionales | creacion de tejidos | Tienen

de polimeros que | blandos como cartilago | limitacién en

pueden retener | y piel. aplicaciones

grandes cantidades de de tejidos

agua, simulando la | Coldgeno-> duros.

matriz extracelular de | tejido cardiaco y vasos

los tejidos naturales. sanguineos.

(Son los biomateriales

mas utilizados en

bioimpresion)
Basadas en | Los polimeros | Quitosano-> Media Alta
polimeros naturales, ademas de | cicatrizacion de heridas
naturales formar hidrogeles, | por sus propiedades

también se pueden | antimicrobianas.

utilizar como soportes

estructurales para

mejorar la resistencia

mecanica de la

biotinta.
Basadas en | Los polimeros | Poliacido lactico (PLA)y | Alta Media
polimeros sintéticos ofrecen | Poliprolactona (PCL)->
sintéticos mayor control sobre | impresion de hueso y

las propiedades | cartilago en

mecanicas y la | combinacion con

degradabilidad, células.

permitiendo crear | Se usan como scaffolds

estructuras mas | (andamios celulares.)

resistentes.
Basadas en | Las biotintas celulares | Células endoteliales-> | Baja Muy alta

células vivas

contienen células vivas
en suspension, sin
necesidad de un
biomaterial portador.
Estas células pueden
auto-organizarse y
secretar su propia
matriz extracelular.

creacion de  vasos
sanguineos funcionales.

Osteoblastos->
bioimpresidon de tejido
dseo

14
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1.2 Scaffolds (Andamios)

Esencialmente, los scaffolds son estructuras con muchos poros. Dentro de estos, las células
pueden acoplarse y diferenciarse al tipo de célula mas conveniente segun el tipo de tejido del
que esté formado el scaffold. Esa caracteristica es muy importante para su uso en medicina
regenerativa, ya que la regeneracién del tejido daifado se realiza mucho mas rapido y con el
mismo tipo de células de las estructuras adyacentes, evitando la creacidn de tejido cicatrizal.
La utilidad del uso de scaffolds ha quedado demostrada por una integracion mas rapida de los
tejidos implantados, un menor riesgo de rechazo y un crecimiento celular uniforme in vivo. 3]

Un scaffold funcional debe tener las siguientes caracteristicas:
e Una estructura propicia para la unién celular
e Apoyar la perfusion de liquidos.
e Estabilidad mecanica.

Si la porosidad del scaffold es lo suficientemente alta (>60%), habra un flujo adecuado de
liqguidos y la adhesion celular serd mas sencilla. [3]

En la impresion 3D, los scaffolds son creados mediante una microarquitectura que permita el
crecimiento celular ademas de ofrecer estabilidad mecanica.

Es necesario tener en cuenta distintas caracteristicas durante su creacién para asegurarse de
que las células que vayan a cultivarse en este scaffold no se vean dafadas. La citotoxicidad
guimica causada por el uso de solventes o el efecto apoptdtico inducido por la presion producida
durante la extrusion del material [1] suelen ser los problemas que impiden el crecimiento celular
en un scaffold.

En caso de ser usadas para cultivo celular, la vascularizacion de los andamios es uno de los pasos
mas importantes. Con la vascularizacion adecuada, los scaffolds tienen un flujo continuo de
entrada de nutrientes/oxigeno y salida de carbono, evitando necrosis en el nucleo. [1]

Adquisicion de Creacion de modelo 3D Seleccién de materiales

y componentes del
Ultrasonido la impresora que se vaya a scaffold
usar

imagen por CT, MRI o utilizando el software de

Incubacién e implante de

Bioimpresién 3D Seleccidn del tipo celular

las células cultivadas en
el scaffold

Fig 4. Esquema de bioimpresion de scaffolds para uso clinico.

Un ejemplo de la utilidad de los scaffolds es en su uso clinico.

Siguiendo la explicacién del esquema, se pueden utilizar modalidades de imagen médica como
la tomografia computarizada (CT), la resonancia magnética nuclear (MRI) o la ecografia para
crear un modelo digital en 3D del defecto en el tejido dafiado. Usando software de impresién
3D para crear un disefio capaz de mimetizar la forma del tejido dafiado en condiciones in vivo,
se incorporard al modelo la arquitectura interna y externa del scaffold, junto con la porosidad y
el tamafo de los poros.
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Teniendo en cuenta datos como la ubicacion y el estado del tejido dafado, se hard una seleccién
de materiales, tipos de células y moléculas bioactivas para fabricar una biotinta apta para la
impresion.

Por ultimo, se fabrican los scaffolds mediante tecnologia de bioimpresién y se implantan las
células para comenzar el cultivo. Una vez se haya terminado el crecimiento celular, se implantan
directamente en el paciente para comenzar la regeneracion del tejido.

1.3 Aplicaciones generales

Existe una gran cantidad de ejemplos de aplicaciones y proyectos que usan bioimpresoras, cada
uno con sus propias caracteristicas y diferencias. Pero todos ellos tienen algo en comun, el
estudio del tejido impreso.

Medicina regenerativa-> actualmente se usa para proyectos relacionados con la produccidn de
piel, cartilago o vasos sanguineos. Aunque el campo de estudio e innovacidn es la creacién de
drganos funcionales para trasplantes.

Investigacion farmacéutica y cosmética-> es uno de los campos actuales en los que la
bioimpresidn facilita bastante la obtencidn de resultados gracias a los modelos de estudio
reproducibles, es decir, la posibilidad que nos presenta la bioimpresion de poder crear tejidos
ajenos al cuerpo con sus mismas propiedades, reduce el riesgo para los pacientes y facilita la
realizacion de estudios toxicolégicos que requiere la industria farmacéutica y cosmética.

Un ejemplo puede ser el desarrollo de modelos de enfermedades humanas para investigar
tratamientos personalizados usando tejido bioimpreso.

Estudios biomédicos-> se usan principalmente para estudiar enfermedades y comprender mejor
sus procesos bioldgicos, creando modelos in vitro que simulen las condiciones del paciente v,
reduciendo asi, el riesgo que podria suponer su aplicacién directa sobre pacientes
inmunodeprimidos.

Por ejemplo, la impresidn de tejidos cerebrales para estudio de su comportamiento en
enfermedades neurodegenerativas o modelos de tejido tumoral para su estudio y posterior
creacion de terapias oncoldgicas.
1.4 Objetivos del proyecto
Objetivos principales:

e Creaciony estudio de tintas de biomaterial.

e Aprender a usar una bioimpresora 3D y encontrar los pardmetros dptimos para su uso.

Objetivos secundarios:

e Aprender a usar un equipo de reologia y encontrar la compatibilidad con el método de
impresidn mediante analisis reoldgico de las tintas.

e Estudiar la correlacion que pueda existir entre la viscosidad y el entrecruzante con las
condiciones de impresion.

e Hallar la relacion entre viscosidad optima y el entrecruzante.
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Capitulo 2. MARCO TEORICO

El método de bioimpresién que se va a usar en este proyecto es la bioimpresién basada en
extrusién. Este, ademds de un bajo coste y la facilidad de operacién, es compatible con
hidrogeles, esferoides celulares y polimeros biocompatibles.

El control de los parametros de impresion es mas facil con las bioimpresoras basadas en
extrusion a pesar de la falta de pardmetros fisicos estandarizados de biotintas. [4]

Para poder realizar una bioimpresidén por extrusion éptima, es necesario conocer los siguientes
pardmetros:

2.1 Médulo de pérdiday modulo de almacenamiento

El limite eldstico es un parametro muy importante a la hora de tratar con impresién mediante
extrusiéon. Este limite define la divisoria entre el campo elastico y el plastico en cualquier
material. En nuestro caso, seria la cantidad de estrés (esfuerzo) que puede aguantar la tinta para
que pueda fluir por la boquilla de la impresora y se comporte como un material pseudoplastico.

A mayor limite eldstico, mayor presion de extrusidon, lo que puede acabar afectando
negativamente a la viabilidad de las células. [5]

Podemos poner a prueba esta propiedad si conocemos el mddulo de almacenamiento (G’), que
representa la parte eladstica del material y el mddulo de pérdida (G”), que representa la parte
viscosa. [6]

Gl — T_O GII — T_O
Yo Yo
Ecuacion 1 —-Mddulo de almacenamiento Ecuacion 2 — Mddulo de pérdida
Siendo, Ty valor maximo de la tensidn de corte.

Yo valor maximo de deformacion.

Ambos médulos afectan a la capacidad de impresion de la tinta, por lo que, si calculamos la
relacion entre estos, obtendremos un valor aproximado que nos ayudara a predecir el
comportamiento elastico de la tinta.

El factor de pérdida (“Loss Factor”) se calcula usando la ecuacion:

tan(6) =

Ecuacion 3 — Factor de pérdida
El resultado nos mostrara las caracteristicas elasticas.

Si el resultado es excesivamente alto en comparacién con el limite eldstico, la tinta presentara
un comportamiento similar al de un fluido, provocando que la estructura no se mantenga rigida
y colapsara. [6]

En caso de ser un resultado mucho menor, la estructura sera dificil de extruir, estaria formada
por filamentos poco uniformes.
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2.2 Viscosidad

La viscosidad es resistencia de un fluido a moverse. Tiene que ver con la capacidad de un
material de ser extruido a través de una boquilla de extrusor sin obstruirse después de aplicarle
presion.

Si el fluido con el que tratamos es newtoniano, su viscosidad sera constante | = cte

En caso de que el fluido sea no newtoniano depende de la velocidad de corte (shear rate).

5/ _ Cambio en deformacién (dy); Unidad 1/S

Tiempo (t)

Ecuacion 4 — Ecuacion de velocidad de corte

Gracias a eso podemos vincularlo con la tensién de corte (shear stress).

__ Fuerza (F)
T Area(d)
Ecuacion 5 — Ecuacion de la tension de corte

; Unidad Pascales (Pa)

Asi se puede conocer el valor de la viscosidad usando la ecuacion:

_ Esfuerzo de cizalla (7) |
Velociad de cizalla (y)’

Ecuacion 6 — Relacion entre tension de corte y velocidad de corte

Unidad Pascales por segundo (Pa.s)

Donde p es la vicosidad, T es la tensidn de corte y y es la velocidad de corte. Se mide en pascales
por segundo. 1 pascal *segundo son 1000 milipascales*segundo, que a su vez son 1000
centiPoise (cP).

T

No newtoniano

Esfuerzo de cizalla Newtoniano

(Pa)

No newtoniano

Velocidad de cizalla (1/s) y

Fig 5. Curva de Flujo en relacion a tension y velocidad de corte.
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“La resistencia derivada de la falta de deslizamiento de las partes de un liquido es proporcional
a la velocidad a la que se separan entre si.”

Los hidrogeles son en su mayoria fluidos no newtonianos, lo que significa que su viscosidad
cambia con la velocidad de corte. Sin embargo, cuanto mas viscosa sea la tinta de biomaterial,
mayor sera la tensién de corte inducida durante la impresién, lo que da como resultado negativo
una mayor posibilidad de muerte celular. [6]

La viscosidad se ve afectada por otras variables importantes durante el proceso de impresién:
- A mayor temperatura, menor viscosidad.

- Si el fluido es no-newtoniano, la viscosidad depende de la velocidad de cizalla. Para el proceso
de extrusién, la velocidad de cizalla suele estar en el intervalo 102 — 103(s™1) [6]

2.3 Capacidad de entrecruzamiento

El entrecruzamiento es el proceso por el cual se forman enlaces covalentes entre cadenas de
polimeros. Esto afecta a las propiedades fisicas del polimero dependiendo del grado de
entrecruzamiento y la presencia o ausencia de cristalinidad. [6]

El entrecruzamiento afecta a:

- Elasticidad -> La capacidad de estirarse y volver a su forma original. A medida que aumenta el
numero de enlaces cruzados, el polimero se volverda mas rigido, perdiendo elasticidad. Por tanto,
el material se volvera mas viscoso y menos elastico, pudiendo llegar a volverse quebradizo. [7]

-Solubilidad-> El entrecruzamiento acaba provocando insolubilidad. Los materiales
entrecruzados no se disuelven en solventes, de hecho, pueden absorberlos [7]. Una vez el
polimero absorbe la cantidad de solvente necesaria, se forma un gel.

- Disminucion del punto de fusidon-> El entrecruzamiento introduce resistencia en la orientacion

de la cadena, dando como resultado un polimero mds suave y con un punto de fusién mas bajo.
Provocando que sea mas sencillo alcanzar la temperatura que produce el cambio del estado
sélido/semisélido del material a uno completamente liquido. [7]

2.4 Temperatura

Los cambios que se realicen a la temperatura de la tinta afectardn a su capacidad de impresion.
Aumentar la temperatura hasta el valor éptimo nos ayudara a encontrar la viscosidad necesaria
para que el material pueda ser extruido por la boquilla de extrusion. Sin embargo, si la
temperatura no es dptima, podrian ocurrir sucesos como una reduccidn exagerada de la
viscosidad de la tinta, haciendo que se comporte como un fluido en vez de un gel.

Un método de obtencién de la temperatura dptima, es hallar la temperatura de gelificacion del
material con el que se esté trabajando. La temperatura de gelificacion se define como la
interseccién de las curvas reoldgicas G’y G”. [8]

En el caso de este trabajo, no se ha realizado este método. En su lugar, se ha optado por trabajar
a temperatura corporal interna (37°C).
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2.5 Fidelidad de impresién

La relacion de dispersidon (RD) funciona como una medida representativa de la fidelidad de
impresién. La relacidon de dispersion es el cociente entre el didmetro del filamento que se ha
impreso y el diametro de la boquilla de la impresora. [2]

Es decir,
Diametro del filamento impreso

RD = — -
Didmetro de la boquilla
Ecuacion 7 — Ecuacion de la relacion de dispersion

Una vez se conozca la relacidn de dispersidn, es posible ajustar la velocidad de impresién (mm/s)
y la velocidad del flujo de extrusidn (mL/min) a la tinta que se vaya a usar.

En caso de aumentar el flujo de extrusion, el filamento se volveria mas grueso (RD mas alto).

Si en su lugar, se aumenta la velocidad de impresidn, el filamento se volveria mas delgado (RD
mas bajo). [6]

Para un proceso de impresion 6ptimo, el patron que se vaya a imprimir debe ser continuo y
uniforme.

2.6 Velocidad de impresion (Printing rate)

La imprimibilidad (printability), por definicién, es la capacidad de un material de ser
continuamente extruido sin verse deformado mas alla de lo deseado. [9]

Si usamos la ecuacion:

L?
Pr=—
16A

Ecuacion 8 — Ecuacion de tasa de capacidad de impresion

Donde L es el perimetro de un drea de seccidn transversal dada en su base y A es su area de
seccion transversal.

Esta relacidn es particularmente util al evaluar pardmetros de aptitud de impresién que
relacionan la extensién del filamento y la fidelidad de la forma del filamento. Mostrandose cémo
de bien se generan los poros o se imprimen las geometrias generales.

Si el valor de Pr es 1, esto indicaria la capacidad de imprimir un cuadrado perfecto sin
deformaciones. [4]

En general, un material puede ser:
-Imprimible-> propiedades fisicas aptas para la impresion.

-No imprimible-> la viscosidad del material es demasiado baja y es practicamente un fluido,
provocando fugas a través de la boquilla de impresion.

-No extruible -> la viscosidad del material es demasiado alta como para ser extruido por la
boquilla.
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Capitulo 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Estudio de entrecruzamiento cloruro calcico con alginato

Antes de comenzar con la impresion, se realizo la creacion de la tinta de biomaterial que se usard
en el proyecto. Una tinta formada con alginato entrecruzado con cloruro de calcio (CaCl,).

Para poder elegir la cantidad correcta de entrecruzante, se realizaron varias pruebas para
determinar cual presentaba las propiedades mas dptimas para el experimento.

Por definicion, a mayor cantidad de entrecruzante, mayores son sus efectos

Al entrecruzar alginato con CaCl,, se obtiene un endurecimiento del polimero. Cuanto mayor
sea la concentracién de CaCl,, la viscosidad de la tinta sera mayor. [10]

Sin embargo, un efecto mas potente no indica un efecto 6ptimo. Se prevé que un mayor
volumen de CaCl, en la mezcla acabard produciendo una tinta de biomaterial toxica,
incompatible para las células que se dispongan a cultivar dentro.

En el laboratorio, se realizd un experimento que consistia en dejar caer gotas de alginato en
distintos tubos de precipitados que contenian CaCl, a concentraciones cada vez mayores.

Observando los resultados en la siguiente imagen, podemos asegurar que, a mayor
concentracién de CaCl, mezclado con alginato, obtenemos:

- Mayor definicién

- Mayor resistencia a la rotura
- Mas opacidad

- Menor deformacion

=y

Fig 6. Esferas formadas por el entrecruzamiento entre distintas concentraciones de CaCl, y una
gota de alginato(8%)
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Al poner en contacto alginato con cloruro de calcio, se generan esferas. Eso es debido a que,
durante el entrecruzamiento, hay un intercambio de iones entre el calcio y el gel de alginato.
Los iones se acumulan, provocando endurecimiento, que a su vez provoca la viscosidad. Cuanto
mas tiempo se deje el entrecruzamiento, mayor endurecimiento y espesor caracterizard a las
esferas resultantes. Para este experimento, las gotas de alginato se mantuvieron
aproximadamente 1 minuto en el agitador dentro de cada concentracién de CaCl,.

Las diferencias entre la mayor y menor cantidad de concentracién eran bastante notables, como
se ve en las siguientes figuras:

Fig7. Concentracién 160mM CaCl, Fig8. Concentracion 35mM CaCl,

Como se ha sefalado anteriormente, a mayor concentracién de cloruro calcico, se obtiene una
esfera mas opaca, con mejor definicién y forma.

3.2 Preparacién de las tintas

Una vez comprobada la esferificacién de cada concentracién, se puede crear una tinta de
biomaterial.

Materiales:

e 50 mL de alginato (8%)

e 80mLde CaCl, concentracién 35mM
e 80mLde CaCl, concentracién 50mM
e 80mLde CaCl, concentracidn 60mM
e 80mLde CaCl, concentracién 100mM
e 80mLde CaCl, concentracién 160mM
e Pipeta de 100-1000mL

e Puntas para pipeta

e Tubos de muestreo de 15mL.

e Mezclador de vortice /Vortex
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Métodos:

Como la dilucién sera distribuida en relacién 1:1, el 8% de concentracién de alginato pasara a
ser un 4%. Por su parte, la molaridad de CaCl, también se vera reducida a la mitad. (Si se usa
una concentracién de 100mM, en la mezcla, esa concentracidn pasara a ser de 50mM.)

Teniendo en cuenta que la molaridad de cada concentracion de CaCl, acabara teniendo su valor
partido por la mitad, es necesario preparar las soluciones con el volumen y molaridad éptima.

Si se quiere una concentracién de 35mM en la mezcla, se necesitard una concentracion de
70mM natural.

La ecuacidén usada es la siguiente:

My, +My,

Mf = V1i+v2

Ecuacion 9 — Obtener la molaridad final de una mezcla

Se busca una molaridad final de 70mM. Para ello se mezclan las concentraciones de 100mM vy
60mM.

_100V1 + 60V2

1372 - —100V1+70V1 =60V2 —70V2

3V1=V2
Ecuacion 10 — Obtener la molaridad final de una mezcla, usada para calcular los volimenes de
las concentraciones de 100mM y 60mM.

V2 es el triple que V1.
Si se quiere 2,5mL para la mezcla. Entonces:
2,5mL =3V1+4+V2

2,5
25=3V1+3Vl->V1l= < = 0,41mL

V2=3V1-V2=3%x041=1,25mL
Ecuacion 11 — Calcular los volumenes necesarios para la mezcla.

Conociendo los volumenes necesarios de cada concentracién de CaCl,, es posible realizar la
mezcla para obtener la molaridad deseada.
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En caso de buscar una concentracién de 60mM en la mezcla, sera necesaria una concentracién
de 120mM de CaCl, natural. Para ello habra que mezclar las concentraciones de 100mM y
160mM.

160V1 + 100V2
V1i+V2

120mM =

—-160V1+120V1 = 100V2 — 120V2 —» —40V1 = —-20V2

2V1=V2
Ecuacion 12 — Obtener la molaridad final de una mezcla, usada para calcular los volumenes de
las concentraciones de 160 y 100mM.

V2 es el doble que V1.
Si se quiere 2,5mL para la mezcla. Entonces:

2,5mL=2V1+V2

)

25=2V1+2V1->V1= 2

= 0,625mL

V2 =1,25mL
Ecuacion 13 — Calcular los volumenes necesarios para la mezcla.

Conociendo los volimenes necesarios de cada concentracidn de CaCl,, se pueden realizar las
mezclas para obtener la molaridad deseada.

En los casos de las concentraciones de 50mM y 80mM, como ya existen concentraciones de
100mM y 160mM ya hechas, se afaden a su mezcla correspondiente con alginato para obtener
la molaridad deseada.

A la hora de hacer la mezcla, destacar que hay que pipetear los 2’5mL de alginato en el tubo
antes que el cloruro de calcio para evitar la esferificacién, pudiendo asi obtener una mezcla
homogénea.
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3.3 Preparacion y pruebas reoldgicas

Para medir la viscosidad de cada mezcla de Alginato y CaCl,, se us6 un redmetro/viscémetro
rotacional de la marca ThermoSpecific (modelo RheoStress6000) con su correspondiente
termostato de la marca HUBER (modelo KISS K6).

Se muestran en la siguiente imagen:

Materiales:

e Rotor con eje cerdmico resistente a altas temperaturas

e Placa/Disco de titanio

e Circulo de sujecién de placa

e Silicona como refrigerante para el termostato de bafio de frio

1.- Equipo de andlisis reoldgico Thermo / HAAKE RheoStress 6000 [11] [12]
Las especificaciones mdas importantes de dicho equipo son:

- Torque de rotacion min. CS (Controlled Stress) 200 nNm

- Torque de rotacion min. CR (Controlled Rate) 200 nNm

- Oscilacion de torque min. CS (Controlled Stress) 200 nNm

- Oscilacion de torque min. CD (Controlled Deformation) 200 nNm
- Torque méx. 200 mNm
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- Resolucién de torque 0,5 nNm

- Inercia del motor 10 pNms?

- Resolucién angular 12 nrad

- Velocidad angular min. CS (Controlled Stress) 10~7 min~
- Velocidad angular min. CR (Controlled Rate) 10> min~!
- Velocidad angular max. 1500, 4500 min-1

- Frecuencia de oscilaciéon min. 10-5 Hz

1

- Frecuencia de oscilacion max. 100 Hz

- Fuerza normal min. 0,01 N

- Fuerza normal max. 50 N

- Resolucion de fuerza normal 0,001 N

- Min. Velocidad maxima de elevacién: 0,2 um/s

- Velocidad maxima de elevacion: 7 mm/s

- Precisién de posicionamiento del elevador: 0,5 pum
- Rango de temperatura: -80 °C a +500 °C

- Dimensiones (An. x Pr. x Al.): 400 x 400 x 780 mm
- Peso neto: 42 kg

2.- Termostato de bafio de frio KISS K6 [13]
Las especificaciones mdas importantes de dicho equipo son:

- Temperatura: -25°C a 200°C

- Constancia de la temperatura: £0,05°C

- Visualizacion de la temperatura: OLED Display

- Mensaje de alarma: éptico, acustico

- Dimensiones (An x Pr x Al) 210 x 400 x 546 mm

- Pesoneto 25kg

- Capacidad de suministro de la bomba de presién max: 0,25 bar
- Capacidad de aspiracion de la bomba max: 0,17 bar

- Bomba de presion y aspiracion, velocidad no regulable
- Temperatura ambiente admisible: 5°C a 40 °C

- Volumen del bafio 4,5

- Volumen de llenado min. 2

Métodos:

Para poder usar el equipo de andlisis reoldgico, es necesario activar la valvula de aire que
conecta con el equipo. Una vez comprobado que el refrigerante de la maquina adyacente estd
recargado y no aparece ningun aviso de error en el monitor, se puede comenzar la medicion.
Primero, se coloca la muestra debajo de la placa de presidn. Encima de ella hay un rotor, que
bajara poco a poco hasta aplastar la masa y aplanarla contra el disco de superficie.
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A continuacidn, unas imagenes del equipo descrito:

Fig10. Rotor levantado con muestra en placa--- Fig 11. Rotor aplastando muestra para
medicion.

Una vez hay una distancia de 1mm entre la placa y el disco, la maquina comienza a calentar el
disco hasta la temperatura configurada. Para este experimento, la temperatura elegida es de
37°C (temperatura ambiente corporal).

El termostato que se usé en este proyecto es el siguiente:

Fig.12 Bafo de silicona como refrigerante.

Tras calibrar distintos pardmetros como la temperatura o la velocidad de rotacién del disco, se
va formando una curva de flujo y de viscosidad. Esa grafica se muestra en una tabla cuyos datos
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se pueden usar para calcular la viscosidad de la tinta que se haya colocado en la placa durante
el periodo de tiempo de la medicién.

Para obtener unas medidas coherentes, se cambid el tiempo de rotacién a 100 1/s.

Una vez obtenidas las gréficas de viscosidad de cada muestra mediante adquisicién logaritmica,
se aplicé el modelo matematico conocido como Power Law equation:

n=Kxy"!
Ecuacion 14 — Ecuacion de la Ley de la Potencia

Donde 1) es la viscosidad, y es la velocidad de corte, K representa la viscosidad del material en
una velocidad de cizalla a 1Pa/s y n es el comportamiento del material frente a la velocidad de
corte. Para este experimento, conocer el valor de n es muy importante. [6]

El objetivo de conocer n es:

Si n>1, la viscosidad aumenta cuanto mayor sea la velocidad de cizalla. Es directamente
proporcional. [14]

Si n<1, la viscosidad disminuye cuanto mayor sea la velocidad de cizalla. [14]

3.4 Impresion 3D por extrusion

Una vez ya se conocen los datos y valores de cada tinta de biomaterial, hay que poner a prueba
sus propiedades en un proceso de impresidn por extrusion.

Para ello, se usd la bioimpresora que se muestra en la siguiente imagen:

Fig.13 foto de la bioimpresora REGEMAT 3D BioV1
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Materiales:

e La bioimpresora dispone de 4 extrusores, de nombre TO, T1, T2 y T3. Siendo T2 un
extrusor calefactado y T3 un extrusor de filamento de PLA.

e Las boquillas disponibles son de tamafo 0,15mm, 0,25mm, 0,41mm y 0,58 mm
diferenciados por color morado, rosa, azul y rosa claro respectivamente.

e Se dispone de placa calefactada.

e Botdn de emergencia.

e (Cable USB para conectar la impresora al SOFTWARE en un ordenador aparte.

e Mezcla entrecruzada de alginato sédico (8%) + cloruro célcico (CaCl,).

e Bioimpresora REGEMAT 3D BioV1 [15] [16]

Las especificaciones mas importantes de dicho equipo son:

- Velocidad de flujo minima 0,01 mm/s

- Velocidad de flujo maxima 100 mm/s

- T2tempmax->25°C T3 temp max->250°C

- Tamaio de poro minimo->0,01mm

- Tamano de poro maximo->99mm

- Altura de capa minima->0,01mm

- Altura de capa mdaxima->0,58mm

- N2de capas->1a39

- Dimensiones (An x Pr x Al) maximas de impresidon-> 100mm

Métodos:
En la mayoria de impresiones, se usé el extrusor TO con una boquilla de 0,58 mm rosa.

El objeto de impresion siempre fue CUBE (cubo), sin infill y se usé el patrén de relleno
predeterminado (diagonal).

Las unidades elegidas durante la seleccidon de parametros fueron las siguientes:

- Velocidad de flujo/Flow speed -> 2,5 mm/s

- Altura de capa/Layer Height -> 0,31mm

- N2 de capas/Layers-> 39

- Dimensiones (An x Pr x Al) de impresion-> 10 x 10 x 10mm

El proceso de impresion, una vez terminada la configuracion, se llevé a cabo sin problema. El
extrusor TO se movia linealmente por encima de la placa de la bioimpresora, donde comenzaba
poco a poco a extruir la tinta del interior de su extrusor hasta terminar el n? total de capas
estipuladas o hasta pulsar el botdn de parada de emergencia.

La duracién de este proceso hasta completarse suele durar entre 10-20 minutos. Esta
aproximacién puede variar dependiendo de los pardmetros velocidad de flujo y nimero de
capas.

El proceso seguido en esta parte del experimento, se encuentra en el ANEXO | adjunto al final
de este documento.

29



Puesta a punto y optimizacién de una impresora 3D w UﬂlVQfSldad
Alejandro de Miguel Martin Europea

Capitulo 4. RESULTADOS

4.1. Apariencia fisica de las tintas de biomaterial.

Se ha hecho un andlisis macroscdpico de las tintas de biomaterial donde se ha comprobado si
las mezclas realizadas cumplen con los requisitos de impresién y calidad para su uso en el
experimento.

En base a lo anterior, algunas mezclas han sido descartadas. Consultar ANEXO Il, adjunto al final
de este documento.

Entrecruzando el alginato (8%) con la concentracion de 35mM de CaCl,, se obtiene esta mezcla:

A simple vista, la tinta de biomaterial es homogénea vy fluida. No hubo problema al rellenar la
jeringa de extrusion:

Fig14. Tubo con tinta de alginato entrecruzado con CaCl, 35Mm
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Entrecruzando el alginato (8%) con la concentracion de 50mM de CaCl,, se obtiene esta mezcla:

A simple vista, la tinta de biomaterial es homogénea vy fluida. No hubo problema al rellenar la

jeringa de extrusion:

Fig15. Tubo con tinta de alginato entrecruzado con CaCl, 50Mm

Entrecruzando el alginato (8%) con la concentracion de 60mM de CaCl,, se obtiene esta mezcla:

A simple vista, la tinta de biomaterial es homogénea y fluida. No hubo problema al rellenar la

jeringa de extrusion:

Fig16. Tubo con tinta de alginato entrecruzado con CaCl, 60mM
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Entrecruzando el alginato (8%) con la concentracion de 80mM de CaCl,, se obtiene esta mezcla.

Al ser esta la tinta con mayor concentracién de CaCl,, es también la que muestra una mayor
viscosidad. Por ello, ha sido necesario duplicar la velocidad de impresién (flow speed) de 3 mm/s

abmm/s.

A continuacidn, se ensefia la tinta de biomaterial:

Fig17. Tubo con tinta de alginato entrecruzado con CaCl, 80Mm

32



Puesta a punto y optimizacién de una impresora 3D LB UﬂlVQfSldad
Alejandro de Miguel Martin Europecl

4.2 Resultados de los ensayos reoldgicos

Una vez terminado el proceso de medicidn, los datos se guardan en un formato .xml para su
proximo procesado.

Repitiendo este proceso con cada tinta, obtenemos los datos expuestos en las siguientes tablas
y graficas:

(Valores maximos y minimos de viscosidad fueron escogidos de las curvas de viscosidad
mostradas en las siguientes pdaginas)

Valor de viscosidad en el punto 1(1/s)

500000 462800

450000

400000

350000

300000 = 35mM
£ 0000 241500
= 204300 = 50mM

200000 c0mM

150000 = 80mM

100000 58470

0
4%:35 4%:50 4%:60 4%:80

Alg:CaCl2 (%:mM)

Fig18. Grafica de valor de viscosidad de cada mezcla en el punto 151

Se ha seguido un proceso de medicion basado en distintos papers y literatura estudiada. En este
caso, se toma como medida el valor de la viscosidad en el punto 1(1/s) ya que es el que ha sido
previamente estudiado en otras investigaciones. [10] [12]

Observando la gréfica anterior, obtenemos las siguientes conclusiones:

e Cuanto mayor sea la molaridad del entrecruzante, mayor serd la viscosidad de la tinta
de biomaterial. Se obtiene una relacidn directamente proporcional.

e Puede llegar a observarse un umbral de crecimiento en el que, a partir de cierta
concentracién de CaCl, (entre 60mM Y 80mM en este caso) el aumento en viscosidad
es bastante mayor al de otras concentraciones (como puede ser de 35mM a 50mM)
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A continuacidon, se muestran las distintas graficas escogidas con las que se han obtenido los

datos presentados en la anterior figura:

ALG-CaCl2-35 mM-DEFINITIVA ensayo3

— 1=

=T _
— Power law (lin) (2)

r 1000000

- 100000

r10000

nen mPas

1000

0,010 0.100 1,000 10,000 100,000 1000,688
ven /s

Fig19. Grafica de viscosidad de la muestra 35Mm

ALG-CacCl2-50 mM DEFINITIVO ensayo4
= mn=7(y) )
— Power law (lin) (1)

10000000
- S 11000000

100000

nen mPas

10000

1000

0,001 0,010 0,100 1,000 10,000 100,000 10001)%%
ven 1/s

Fig20. Grafica de viscosidad de la muestra 50mM
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ALG-CacCl2-60 mM-DEFINITIVA ensayo2

= n=1(¥) .
—— Power law (lin) (1)

10000000

s ‘1000000
(75 ]
(1]
o
‘100000 E
—
@
| —

‘“«%;%a_ 110000
.._\- _%—_‘l‘_
:\ED—Drj

0,001

Hl—ﬂ

0,010 0,100 1,000 10,000 100,000 1000,b%%0
v en 1/s

Fig21. Gréfica de viscosidad de la muestra 60mM

ALG-CaCl2-80 mM-DEFINITIVA ensayo3
= m=f(y) )
— Power law (lin) (1)

b 10000000

|
S
=]

1000000
w
[yo]
o
100000 E
| —
QD
|
) ﬁ% 110000

0,001

0,010 0,100 1,000 10,000 100,000 1000,1)%%0
ven1/s

Fig22. Gréfica de viscosidad de la muestra 80mM
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Todas las curvas de viscosidad obtenidas para cada ensayo se pueden observar en el ANEXO llI,
imagenes adjuntas a este TFG.

Tras analizar cada una de las gréficas anteriores, se puede asegurar que se ha estado trabajando
con un fluido no-newtoniano. [12]

Una vez obtenidas las graficas de viscosidad, se resuelve la ecuacién de Power Law para cada
una de las graficas mostradas en las paginas anteriores.
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A continuacidn, se muestran los resultados en graficas y tablas:

Resultados de Power Law-> n

0,268
0,2542 0,2533
= 0,25
K
= 0,1926
2 02
'.§ H35mM
]
g 015 ®50mM
B
T 01 =60mM
5
< 0,05 H80mM
0 .
4%:35 4%:50 4%:60 4%:80

Alg:CaCl2 (%:mM)

Fig23. Grafica de valor de n de cada mezcla

Tabla 3 - Valor de n obtenidos de la ecuacién Power Law para cada tinta de biomaterial

(unidades arbitrarias)

35mM - Alginato 8% | 50mM - Alginato 8% 60mM - Alginato 8% 80mM - Alginato 8%

n= 1+ ( -0,7458) n= 1+ ( -0,7535) n= 1+ ( -0,8074) n= 1+ ( -0,7467)

En todos los casos, n ha sido menor que 1:

- Valor de n concentracion 35mM-> 0,2542
- Valor de n concentracion 50mM-> 0,268

- Valor de n concentracion 60mM->0,1926
- Valor de n concentracion 80mM-> 0,2533

Por lo que todas las tintas veran reducida su viscosidad al aplicarle mayor velocidad de cizalla.
[14] Lo cual nos confirma que estamos trabajando con un material pseudoplastico. [17]
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Resultados de Power Law-> K

800 745,03
700
600

>00 35mM

400 335,56
315,03 2943 50mM
300

m60mM

Valor de K (Pa*s)

200 = 80mM

100

4%:35 4%:50 4%:60 4%:80
Alg:CaCl2 (%:mM)

Fig24. Gréfica de valor de K de cada mezcla

Tabla 4 — Valor de k obtenidos de la ecuacion Power Law para cada tinta de biomaterial (Pa*s)

35mM - Alginato 8% | 50mM — Alginato 8% 60mM - Alginato8% 80mM - Alginato 8%

K=5,770e*04 K=1,983e*0> K=2,261e*05 K=5,020e*%4

Sabiendo que K se puede entender como la viscosidad del material a una velocidad de cizalla
especifica 1(1/s) o el indice de consistencia, podemos comparar estos datos con la grafica de
valor de viscosidad en el punto 1(1/s). [17]

Curiosamente, la consistencia de la tinta con concentracién de 35mM muestra un mayor valor
que las de 50mM a pesar de que esta tenga menor concentracién de entrecruzante. Sin
embargo, sigue cumpliéndose la conclusién de que a mayor concentracion de CaCl, en la tinta,
mayor sera la viscosidad de esta, como puede comprobarse en los casos de 60mM y 80mM.
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A continuacion, se muestran las tablas con las cantidades de concentracion de entrecruzante,
volumenes de los materiales y los valores de viscosidad para cada muestra escogida:

Tabla 5 — Tabla de materiales usados

%Alginato y Relacion mL de mLCaCl, Volumen

concentracion (Alginato - alginato total mL

8-100 1:1 2,5 2,5 5
8-120 1:1 2,5 2,5 5
8-160 1:1 2,5 2,5 5

Tabla 6 — Resultados reoldgicos valor de viscosidad

%Alginato Valor de viscosidad Valor minimo de Valor maximo de
concentracion en el punto 1(1/s) viscosidad en el viscosidad en el
CaCl, mM en la mPa*s punto 1(1/s) mPa*s punto 1(1/s) mPa*s
mezcla

4-35 5,847 * 10* 5,4093 * 10* 7,89 * 10*

4-50 2,043 * 10° 1,92156 * 10° 2,787 * 10°

4-60 2,415 * 10° 2,163 * 10° 2,6865 * 10°

4-380 4,628 * 10° 3,369 * 10° 5,586 * 10°

39



Puesta a punto y optimizacién de una impresora 3D UﬂlVQl'Slde
Alejandro de Miguel Martin Europea

4.3 Impresion de tintas alginato - CaCl,

Los resultados que se presentan a continuacidn muestran la impresion de tintas de biomaterial
viables para el experimento.

Caso CaCl, 35mM:

Se obtiene una estructura estable. Se pueden ver los distintos trazados del proceso de impresién
siendo arrastrados por la propia boquilla mientras continua extruyendo el resto de la tinta.

El resultado extruido coincide con las deducciones realizadas al calcular K usando la ecuacién de
Power Law, la estructura muestra consistencia. Sin embargo, esta es muy blanda y no podra
mantener su forma al recibir cualquier fuerza externa, volviéndose no apta segun los objetivos
dispuestos:

Fig25. Cubo de Alg:CaCl, 35mM extruido

Caso CaCl, 50mM:

El resultado es una tinta que, aun comenzando como una estructura estable, no pudo aguantar
el peso de las siguientes capas. En la imagen podemos ver como la estructura se derrumba,
volviéndose no apta para su uso:

Fig26. Cubo de Alg:CaCl, 50mM extruido
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Caso CaCl, 60mM:

Teniendo en cuenta los datos previamente mostrados en las graficas y tablas en el apartado de
resultados, esta es la tinta de biomaterial que mejor estructura y propiedades deberia presentar.
A la hora de realizar la extrusidn, el resultado es una estructura homogénea, que mantiene su

forma con todas las capas extruidas:

Fig27. Cubo de Alg:CaCl, 60mM extruido

Caso CaCl, 80mM:

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en las pruebas reoldgicas, se puede esperar que esta
tinta sea demasiado viscosa como para salir por el extrusor o para formar estructuras
correctamente.

A la hora de realizar la impresidn, el resultado es una estructura homogénea, que mantiene su
forma aun sostenida en la mano. Sin embargo, la tinta no se adheria a la placa, dificultando la
construccion de cualquier figura y volviéndose no apta para uso biomédico:

Fig28. Cubo de Alg:CaCl, 80mM extruido
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Capitulo 5. CONCLUSIONES

Tras todo el tiempo dedicado a este proyecto, se ha obtenido respuesta para la mayoria de los
objetivos dispuestos en este Trabajo Fin de Grado.

5.1 Parametros 6ptimos para la impresora

Usando los siguientes valores, los resultados impresos deberian mantener su estabilidad y ser
extruidos sin problema:

- Velocidad de flujo/Flow speed -> 2,5 mm/s

- Altura de capa/Layer Height -> 0,31mm

- N2 de capas/Layers-> 39

- Dimensiones (An x Pr x Al) de impresion-> 10 x 10 x 10mm

5.2 Creacidén y estudio de tintas de biomaterial

Compatibilidad con el método de impresidon

Se ha demostrado que es posible desarrollar tintas de alginato entrecruzado con cloruro calcico
gue cumplan los requisitos reoldgicos y estructurales para poder aplicarse a la bioimpresién por
extrusion.

Correlacionar entrecruzante y viscosidad con la impresora.
La preparaciéon de las tintas de biomaterial a través de distintas concentraciones de CaCl,
permitié evaluar cémo afecta el grado de entrecruzamiento a las propiedades fisicas de la tintas.

Las pruebas cualitativas y reoldgicas indican que la mezcla con 60mM de CaCl, ofrece el mejor
equilibrio entre viscosidad, capacidad de impresién y estabilidad estructural.

5.3 Relacion entre agente entrecruzante y viscosidad

Los ensayos reoldgicos permitieron cuantificar como aumentar la concentracion del
entrecruzante da como resultado un aumento notable en la viscosidad de la tinta.

Ademas, se observd que todas las tintas presentaban un comportamiento pseudoplastico (n<1),
lo cual es ideal para la extrusion. Esta propiedad permite que, durante la extrusion, la tinta fluya
a través de la boquilla para posteriormente recuperar su viscosidad original después de ser
extruida.

También hay que tener en cuenta los efectos del exceso o falta de entrecruzante: las tintas muy
viscosas requerian velocidades de impresién muy altas y mostraban dificultades para pegarse a
la placa. Por otra parte, las tintas con menos entrecruzante acababan siendo estructuras débiles
que colapsaban sin poder formar estabilidad.
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ANEXOS

TRABAJO FIN DE GRADO - ANEXO |
Software de impresiéon (REGEMAT 3D Designer)

REGEMAT3D incluye un software para configurar la bioimpresora y los modelos que vayan a
imprimirse. Permite imprimir varios objetos 3D en un Unico proceso, cada uno se puede
configurar de forma independiente.

1. Pantallainicial

Objects Options Tools
: Printing Controls ] ;
4 TaAbs “ 8 Summary Configuration
I i ! 1 L
B 1 ' REGHMATD Desigrer /7 - ER
File Settings Help I !
1 1 L ! /
1 I \
e | $|D>|m| @ ; AR
Printable Model 'lConnecl Start Print Pause Emergency Stop P f REGEMAT ©
BEd [Obiettvieww Printable viewer = Movemen Advanc ] 1 ,I
Optlon: = GisesBed ] I Summary |Tnol Configuration !
L
LTy
u'-.J Tool Total pl Nozzle Dameter Temperature
(mm)
. TO 0,00 2 041 0,0
View - E T 0,00 J oat B 0,
e 0,00 < oa E 0,0
T3 0,00 0,40 200,00
Buttons
z
= | L
—
[wmim. Time:  00:00: 0D Progression: 0% Layer: ] l Temp 1: Temp 2: l
| , A
\ i
| v v
¥ Process Indicators
System Messages Temperature Indicators

Fig29. Pantalla inicial de Regemat3D designer

En la ventana principal, la pestafia que aparece de forma predeterminada es el visor de objetos
3D. Muestra una representacion en cuadricula de la plataforma de impresidn, en la que se
colorea una regién especifica (esta region representa la zona disponible en la plataforma).

Al pulsar el botén STL file, se puede elegir entre las opciones "Cube", "Cylinder" o "New STL file".
Elegir cubo o cilindro afiade el modelo elegido automaticamente. Si la opcidn elegida es la de
archivo STL, se muestra una ventana de carpetas para seleccionar un archivo.stl de nuestra
propiedad.

Una vez afiadido un modelo, se puede seleccionar (1 click), mover (mantener click izquierdo) o
hacer doble click sobre este.

Al hacer doble click sobre el modelo, se generan las diferentes acciones para elegir:

o Duplicate (Duplicar): Esta accidn duplica el modelo seleccionado (forma, tamafo y
configuracién) y lo afiade al visor al lado del original.
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o Delete (Eliminar): Esta accién borra el modelo elegido.
o Configuration (Configuracién): DETALLADO EN LA SIGUIENTE SECCION

o Rotation along X axis (Rotacidn en el eje X): La rotacién se realizara siguiendo la proyeccién del
puntero del ratdn sobre el plano X mientras mantiene pulsado el botdn derecho.

o Rotation along Y axis (Rotacidn en el eje Y): La rotacidn se realizara siguiendo la proyeccién del
puntero del ratdon sobre el plano Y mientras mantiene pulsado el botén derecho.

o Rotation along Z axis (Rotacidn en el eje Z): La rotacidn se realizara siguiendo la proyeccion
del puntero del ratén sobre el plano Z mientras mantenemos pulsado el botdn derecho.

2. Configuracion de objetos
Antes de comenzar cualquier impresidn, es necesario configurar los pardmetros de cada modelo

cargado en el visualizador. La configuracidon de un modelo se divide en dos pasos:
«1. Andamio» y «2. Relleno».

2.1.1 Andamio/Scaffold

REGEMAT3D Designer n

Total Layers: 28 Change INI file New INI file

1. Scaffold

Size

Height (mm) 10,00 = Width (mm) Length (mm)

Object Configuration Infill Pattern
Pore Size (mm) Layer Height (mm) :0'35 <1 IMould @® Diagonal 0 Hexagonal
) Triangular O Zig Zag

Perimeters Salid battom layers[p [3] Selid top layers O Solid Object (diagonal)

Use Temperature (°C) Layers Perimeters Speed
T0 =] 0,00 0-5,10,12 o | [140 E
T1 O 0,00 Il | 1,40 [
T O 0,00 Il | 140 E
2. Filling
Save INI File Accept Cancel

Fig30. Pantalla de configuracion

En la parte superior se muestra la visualizacion total de capas (total layers), representa las capas
que se imprimiran para ese modelo. Esta se modifica automaticamente al cambiar los valores
de "Height (mm)" o "Layer height (mm)".

En la esquina superior derecha hay dos botones para cargar o crear un archivo de configuracion
(.INI). Este archivo contiene las principales caracteristicas de la configuracién de impresion de
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un modelo (nimero de capas, algoritmo de relleno, capas, tipo de relleno...). Al cargar un archivo
INI (change INI file), las propiedades se cargan en el objeto actual.

El boton "New INI file" guarda un nuevo archivo de configuracién. Tras configurarla, para
guardar los cambios, hay que pulsar el botén "Save INI file" para aplicar los cambios al archivo
INI seleccionado.

1. Scaffold
Size
Height (mm)  |10,00 z Width (mm) 10,00 = Length (mm)  [10,00 5 ’
Fig31. Dimensiones predeterminadas del cubo
1. Seaffold
Size
Height (mm) 10,00 . Diameter {mm) 10,00 = ‘

Fig32. Dimensiones predeterminadas del cilindro

En la seccién "Configuracidn del objeto" se pueden configurar los siguientes valores:

- Tamanio de poro (mm).

- Nimero de perimetros con los que se imprimira el modelo (este valor puede establecerse en
cero, sin perimetros).

- Capas inferiores sélidas.

- Capas superiores sdlidas: Igual que el caso anterior, pero con capas superiores.

- Molde-> El modelo quedard hueco, excepto las capas sélidas personalizadas. Con este modo
activado, el relleno solo se podra configurar en funciéon de la herramienta de campo y la
cantidad de material por capa. La porosidad del relleno sera cero.

- Altura de capa (mm).

En la seccién "Patréon de Relleno", se puede configurar el patrén de relleno del andamio. Las

geometrias disponibles son:

Diagonal: Se alternan dos direcciones en cada capa.

=

Fig33. Patrdn de relleno diagonal

Triangular: La direccion del relleno se modifica 45° en cada capa.

RIS
RO
SRR
\\‘ ‘-\‘/

o
OO,

Fig34. Patrdn de relleno triangular
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Hexagonal: Patrén de panal.

Fig35. Patrdn de relleno hexagonal

Zigzag: Se forma un patrén en zigzag que alterna su direccidén en cada capa. Si se configura el
relleno, la alternancia y el espacio entre las lineas paralelas del relleno cambian para ajustarse
al volumen de relleno requerido y al didmetro de las herramientas.

Fig36. Patrdn de relleno en zigzag

Objeto sdlido (diagonal): El modelo se rellenara en cada capa con la misma herramienta que se
configurd para el andamio, sin porosidad. Este patrén utiliza relleno diagonal.

Fig37. Patrdn de relleno objeto sdlido (diagonal)

Al final de esta seccidn, el usuario puede configurar la relacién entre capas/herramientas o
perimetros/herramientas del andamio.

Si se van a usar herramientas, se debe activar la casilla "Usar" correspondiente.

Use Temperature (°C) Layers Perimeters Speed
T0 0,00 A llo | [L,40 E
T1 0,00 | |[2 | 1,90 E
T2 0,00 4-8,12,15 |I11,3 | [,40 E]

Fig38. Configuracion de boquillas

Para especificar las capas de cada herramienta, se usan comas para separar capas individuales
o bloques de capas, y guiones para indicar rangos. En el ejemplo (véase la figura anterior), la
herramienta 2 construye las capas de la 4 a la 8 (ambas incluidas) y de la 12 a la 15; la
herramienta 1 construye el resto de las capas (la herramienta 0 no se utiliza para este andamio:

II_||).
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Para establecer los perimetros, la notacidn es similar a la de las capas; la principal diferencia es
que es obligatorio establecer todos los perimetros. En la imagen, se eligen cuatro perimetros:
los perimetros O (el mds externo) y 2 se construyen con la herramienta 0, el perimetro 1 con la
herramienta 1y el perimetro 3 con T2.

La ultima columna muestra la velocidad del material de flujo.

2.1.2 Relleno

En este paso se configura el relleno. Consta de dos secciones: la primera corresponde a la
configuracion de las herramientas de relleno. La ultima, a la especificaciéon de las capas a
rellenar, la cantidad de material y los parametros del modelo de relleno.

Total Layers: |28 Change INI file, |New INI file
1. Scaffold
2, Filling
Tool Temperature Infill Model Advance Options ~
TO 0,00 Points v Advance
T1 0,00 Linear 7 Advance
Linear
T2 0,00 | Advance | 2
o e
TO T1 T2 Layer ulflayer (syringe) N points Delete
O [+ [~ 12 |- 220,00 = 10 = x
| | [+ 2012 100,00 = 9 = x
3. Extra
Save INI File Accept Cancel

Fig39. Configuracion de relleno

Las herramientas se muestran en filas, y para cada una se presenta la temperatura
recomendada, el "Infill model" y las opciones avanzadas.

La columna "Modelo de relleno" se refiere al algoritmo de llenado. Hay tres posibilidades
disponibles:

1. Lineal-> El material se deposita en lineas rectas, siguiendo la estructura interna del andamio.
2. Puntos-> El material se deposita en el centro de cada poro del patrén de relleno.

3. Puntos/area-> El material se depositarad en N puntos distribuidos por toda la capa.
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Fig40. Relleno linear, por puntos y puntos/drea.

La segunda tabla se utiliza para seleccionar las capas en las que la herramienta seleccionada
depositard material.

El primer campo indica las herramientas seleccionadas y el segundo, la capa. Los dos siguientes
indican la cantidad de material necesaria en cada capa para cada herramienta:

o «ul/capa (jeringa)»: Volumen de material para cada capa y herramienta.

o «N puntos»: se utiliza con el modelo de relleno de «puntos/area». Es el nimero de puntos que
una herramienta depositara en esta capa.

La ultima columna se utiliza para eliminar toda la informacién de la capa seleccionada.

2.2 Tool configuration
Se debe de hacer una configuracién de las herramientas para CADA impresién. Esta

configuracion se puede hacer en la pantalla inicial.

File Settings Help

s | DN | O ?{
STL file g
Printable Model Connect Start Print Pause Emergency Stop REGEMAT &
Object viewer | Printable viewer | Movements | Advance
Gamved || [T 7 | Summary Tool Configuration
-\.\ ///
b \\" : Nozzle Cham et
-iJ / Tool Total pi o e Temperatura
tmm]
TO 0,00 041
U T1 0,00 0,41 0,00
T2 0,00 O 0,00
T3 0,00 0,40 : 200,00
I z
i i
’:/',’ - i’ il JI 1\| 1\
- z T
- - o [ \ o
Printing Timse: 00 - 00 : 00 Progression: 0% Layer: Temp 1: Temp 2:
]
System message: r 1

Fig41. Pantalla inicial con configuracion de herramienta seleccionada

Para cada jeringa que se vaya a usar, hay que configurar "Total ul", la cantidad de material
rellenado. El "Didametro de la boquilla (mm)" especifica el didmetro de la aguja. La
"Temperatura" para la jeringa calentada indica la temperatura objetivo del proceso. Este valor
debe ser inferior a la temperatura maxima de la jeringa correspondiente.
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2.3 Proceso de impresion
Antes de imprimir, es necesario exportar la configuracién a cddigo imprimible. Para ello, hay que

pulsar el botdn “Printable Model”. El "Visor de impresidon" mostrard los modelos generados. En
la pantalla principal, hay una pestafia de resumen con las caracteristicas principales (patron de
relleno, jeringas y herramientas, cantidad de material, volimenes) de los objetos configurados.

Una vez generado el cddigo de impresidn (G code), se puede iniciar el proceso de impresion.
Para iniciar la impresién hay que pulsar “Start printing".

Importante - Antes de pulsar este botdn, la impresora debe estar conectada (pulsando el botén
"Connect"), ademas de que el cable USB tiene que estar conectado a un puerto USB del
ordenador con el software de impresion.

Durante la impresidn, es posible pausar el proceso para reanudarlo mas tarde pulsando el botén
"Pause" o detenerlo por completo con el botdn "Emergency Stop", que también se puede hacer
con el botén en forma fisica incluido con la impresora.

File Settings Help

T

¥H>

Ml ’ ot Q

STL file = =
Printable Model Start Prink Pause Emergency Stop REGEMAT ©
— Object viewer  Printable viewer  Movements | Advance
. P Summary | Tool Configuration
[t} \\‘\‘\ ~ -
- ~
L-.._‘ \\\ //f Mozzle Dametar
e - Tadl Tekal pl Temperature
E -~ imm)
E uL 1,00 : B0 200,00
L 0,00 to040 [
D T2 0,00 s 0,40

Printing Time: 00 : 00 : 00 Progression: [ 0% ] Layer: - Temp 1: 109.6 /0.0 Temp 2: 0.0/0.0

System message:  Cooling Mew G-code r: |

Fig42. Estado del software si se pulsa Emergency Stop

Durante la impresion, los campos en la parte inferior de la ventana principal permiten consultar
algunos pardmetros en tiempo real de la impresion actual.

El campo "Printing Time" muestra el tiempo de funcionamiento de la impresora.

El campo "Progression" indica el porcentaje aproximado de impresién realizada.
El campo "Layer" muestra la capa actual que se esta imprimiendo frente al total a imprimir.
Y el campo "Temperature" muestra las temperaturas del extrusor y las jeringas calentadas frente
a la temperatura configurada.
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TRABAJO FIN DE GRADO - ANEXO Il
Estudio y creacion de tintas cambiando el volumen de alginato en la mezcla

- tintas descartadas
Durante el proceso de creacién de las tintas, se llegd a comentar la posibilidad de cambiar la

cantidad de alginato en las mezclas para comprobar el resultado.

Sin embargo, cambiar la cantidad de alginato no tenia sentido para el proyecto. Ya que el
objetivo era estudiar las tintas con una misma concentracién de alginato.

Se pusieron a prueba:

Caso Alg — CaCl, 100Mm 3:1 ->

Con 3,5mL de alginato y 1,5mL de cloruro célcico, obtenemos esta mezcla

Como cambio notable, se puede apreciar un tono mas anaranjado que las otras mezclas, debido
a la mayor cantidad de alginato.

Fig43. Tubo con tinta de alginato entrecruzado con CaCl, 100mM reparto 3:1

Caso Alg — CaCl, 100Mm 1:3 ->

Con 1,5mL de alginato y 1,5mL de cloruro cdlcico, se obtiene esta mezcla.

Fig44. Tubo con tinta de alginato entrecruzado con CaCl, 100mM reparto 1:3
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Caso Alg — CaCl, 100Mm 2,5:1,5 ->

Con 3mL de alginato y 1,5mL de cloruro calcico, se obtiene esta mezcla.

Fig45. Tubo con tinta de alginato entrecruzado con CaCl, 100mM reparto 2,5:1,5

Tabla 6 - Datos de las tintas descartadas

%Alginato y Relacion %Alginato y mlL mL Volumen Viscosidad
concentracion (Alg/CaCL) concentracion Alginato CACL2 total media
CaCL2 CaCL2 en la
mezcla
ENSAYOS NO
VALIDOS *
8% - 100mM 3:1 6% - 25mM 3,75mL | 1,25mL | 5mL )]
8% - 100mM 1:3 2% - 75mM 1,25mL | 3,75mL | 5mL [0)
8% - 100mM 1,5:1 4,8% -40mM | 3mlL 2mlL 5mL @
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TRABAJO FIN DE GRADO - ANEXO Il
Graficas de viscosidad

A continuacién, se muestran todas las graficas obtenidas durante las pruebas reoldgicas con
cada tinta de biomaterial:

ALG-CaCl2-35 mM-DEFINITIVA ensayo1
= n=1f(y) _
— Power law (lin) (1)

1000000

100000

10000

n en mPas

1000

100

0.001 00610 0400 1,000 10,000 100 0001000000
Y en 1/s

HAAKE RheoWin 4.50.0011
) n=1(f)- ALG-CaCl2-35 mM-DEFINITIVA ensayo1

Figd6. Grafica de viscosidad 35mM ensayo 1

ALG-CaClI2-35 mM-DEFINITIVA ensayo2

N
— Power law (lin) (1)

10000000

1000000

100000

n en mPas

10000

1000

0,00010 0,00100 0,01000 0,10000 1,00000 10,0b000100,00000000,05880
tenlis

HAAKE RheoWin 4.50.0011

c/n‘ ‘ ‘ n="1(¥) - ALG-CaCl2-35 mM-DEFINITIVA ensayo2

Fig. 47 Grafica de viscosidad 35mM ensayo 2
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ALG-CaCl2-35 mM-DEFINITIVA ensayo3

= —

=f(n
— Power law (lin) (2)

1000000
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1000
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Fig48. Grafica de viscosidad 35mM ensayo 3

ALG-CaCl2-50 mM DEFINITIVO ensayo1
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—— Power law (lin) (2)
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Fig 49. Grafica de viscosidad 50mM ensayo 1
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ALG-CaCl2-50 mM DEFINITIVO ensayo2
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Fig 50. Grafica de viscosidad 50mM ensayo 2
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Fig 51. Grafica de viscosidad 50mM ensayo 3
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ALG-CaCl2-50 mM DEFINITIVO ensayo4
—n=fly)
— Power law (lin) (1)
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Fig.52. Grafica de viscosidad 50mM ensayo 4
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Fig 53. Grafica de viscosidad 60mM ensayo 1
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ALG-CaCl2-60 mM-DEFINITIVA ensayo2
= n=f(y)
— Power law (lin) (1)
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Fig 54. Grafica de viscosidad 60mM ensayo 2
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Fig 55. Grafica de viscosidad 60mM ensayo 3
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ALG-CaClz 80 - DEFINITIVA ensayo?
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Fig 56. Grafica de viscosidad 80mM ensayo 1
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Fig 57. Grafica de viscosidad 80mM ensayo 2
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Fig 58. Grafica de viscosidad 80mM ensayo 3
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