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Resumen.

La cera parafinica es un material sélido compuesto de hidrocarburos saturados que puede
ser empleado en una amplia variedad de aplicaciones. Esta cera puede ser de tipo macro o
microcristalina dependiendo su forma de cristalizacion. En Venezuela, actualmente se
produce Unicamente parafina de tipo macrocristalina, por tanto, los diferentes sectores
que requieren parafina microcristalina tienen la necesidad de importar dicho insumo, o
bien, importan el producto directamente, siendo éste el caso de la parafina empleada
como medio de inclusion de tejidos para andlisis histoldgicos. Asi, la presente
investigacion tiene como finalidad elaborar una mezcla parafinica a partir de parafinas
bases importadas para ser empleada como medio de inclusion y evaluar la posibilidad de
obtener pellets de la misma, ya que este tipo de presentacién es la de mayor aceptacion en
el mercado. Para lograr este objetivo, y con el fin de determinar los parametros
requeridos para la elaboracion de un medio con propiedades similares a la parafina
importada, y estudiar, disefiar y evaluar los diferentes parametros que permitan la
elaboracion de pellets de parafina, fue necesaria la caracterizacion de parafinas de
procedencia extranjera, las cuales se analizaron mediante técnicas alternativas a las
tradicionales propuestas en las normas ASTM, como lo son: los andlisis reoldgicos, por
calorimetria diferencial de barrido, termogravimétricos y por espectroscopia infrarroja.
De esta manera, se obtuvo que la parafina importada y comercializada actualmente como
medio de inclusion posee una viscosidad de 2,7 Pa-s a la temperatura de fusion de 56,6
°C, y de 0,0050 Pa-s a una temperatura maxima de 64 °C, asi como una viscosidad
maxima de 120.000 Pa-s a una temperatura de 50,2 °C. Se logr6 un producto similar al de
referencia mediante una mezcla de parafina macrocristalina base de procedencia alemana,
parafina microcristalina, histowax y dos aditivos poliméricos comerciales. El producto
elaborado presentd una viscosidad de 2,8 Pa-s a la temperatura de fusion de 55,8 °C, y de
0,0042 Pa-s a una temperatura maxima de 64 °C, asi como una viscosidad maxima de
140.000 Pa-s a una temperatura de 47,9 °C. La elaboracion y obtencién de pellets se
logr6 mediante un sistema electromecanico que permitié definir los parametros de
trabajo. Finalmente, el producto elaborado fue evaluado por histotecnologos de
reconocida trayectoria en laboratorios especializados a nivel capital, donde los resultados
obtenidos fueron tan similares como la parafina importada.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La cera parafinica o cera de parafina es una mezcla sélida de cadenas lineales o
ramificadas de hidrocarburos saturados, la cual es obtenida a partir del petréleo. La
cera de parafina tiene una gran variedad de aplicaciones, lo cual a su vez depende del
tipo de parafina y de las respectivas caracteristicas que éstas presenten. Segun el tipo
de cristalizacion, esta cera parafinica puede ser de tipo macrocristalina o
microcristalina.

En nuestro pais la Unica refineria que produce cera de parafina es la refineria San
Roque, ubicada en la zona centro del estado Anzoategui en el municipio Santa Ana, a
30 kilémetros de la poblacion de Anaco y unos 421 kilémetros al noreste de Caracas.
Esta refineria inicia sus operaciones el 23 de Septiembre de 1952, y en la actualidad
produce 52,7 toneladas diarias de parafina (AVN, 2011). Sin embargo, se produce
Unicamente cera parafinica de tipo macrocristalina, en una cantidad inferior a la
demanda nacional. Al no producirse cera de tipo microcristalina, los diferentes nichos
del mercado nacional que la requieren como materia prima y/o aplicaciones, se
encuentran en la necesidad de tener que importar dicho insumo. Un caso particular de
aplicacion de la parafina microcristalina es en el campo de la medicina,
especificamente en Histologia, donde se emplea una formulacién de parafina como
medio principal de inclusion de tejidos orgéanicos. Este material es totalmente
importado, tiene un mercado cautivo, alta demanda y un alto valor agregado.

A partir de las consideraciones anteriores surge la posibilidad de desarrollar este
proyecto, en el cual se ha planteado como objetivo elaborar un medio de inclusion a
partir de parafinas bases importadas, con las propiedades de la parafina comercial
actualmente empleada en el proceso de inclusion o embuticion de tejidos, y que
permita la sustitucion parcial o total de la parafina importada. Para ello se debe
caracterizar cada una de las parafinas a estudiar, con el objetivo de determinar sus
propiedades y poder seleccionar la(s) mas adecuada(s) para dicho fin, y evaluar la
posibilidad de producir pellets de la misma.

16
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CAPITULO Il

FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION

11.1.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cera parafinica tiene un amplio campo de aplicaciones, entre los cuales se puede
mencionar: la fabricacién de velas, fosforos, productos quimicos del hogar, en la
industria del papel, cosmética, alimenticia, del caucho, eléctrica, entre otros, como
por ejemplo en el campo de la medicina, en la especialidad de histologia donde se
emplea como medio de inclusion o embuticion de tejidos, lo cual constituye el eje de

la presente investigacion.

En Venezuela, existe una incipiente produccion de parafina para inclusion de tejidos,
pero las propiedades son poco adecuadas y presentan frecuentes variaciones de
calidad. Es por ello que esta parafina empleada en aplicaciones patologicas es
importada de paises como los Estados Unidos de Ameérica, México, Alemania y
China, por mencionar algunos. En nuestro pais estas ceras son comercializadas en dos
presentaciones, trozos de 40x15x15 mm de origen nacional y en diversas formas de
pellets de procedencia extranjera. Independientemente de la geometria, dichas
parafinas deben poseer ciertas caracteristicas particulares para esta aplicacion, entre
las cuales se pueden mencionar: la resistencia a cambios bruscos de temperatura
(calentamiento/enfriamiento), facilidad de corte, permitir cortes limpios de hasta 2
KM o menos de espesor sin causar deformaciones, resistencia al agrietamiento, fundir
a una temperatura maxima de 58 °C para proteger los tejidos de calor excesivo, y
deben poseer una alta pureza de manera que no contaminen la muestra y no se

produzcan precipitados, entre otros.

Durante la aplicacion de ambas formas de presentacion se han observado diferencias
significativas en los resultados obtenidos, probablemente relacionados con la
composicion y geometria de la parafina, parametros que inciden de manera directa en

el tiempo de fusion y éste a su vez puede influir en la separacion de componentes

17



CAPITULO Il FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION

volatiles que podrian afectar sus propiedades. De esta manera la presentacion en

forma de pellets es la méas aceptada pero a su vez la mas costosa.

Para la embuticion de muestras de tejidos organicos que han de observarse mediante
microscopia Optica, se utiliza como medio principal de inclusion mezclas de
parafinas, y en menor medida resinas y celoidina. Por ende, resulta de interés
caracterizar las parafinas para uso histolégico y preparar una mezcla con
caracteristicas similares a la parafina importada, evaluar los parametros y
mecanismos que permitan la obtencién de pellets y definir las propiedades que

permitan su posterior uso en el campo histolégico.

11.2.- ANTECEDENTES

Como se menciond en los apartados precedentes, el presente trabajo tiene como
objetivo desarrollar y/u obtener una composicion parafinica que pueda ser empleada
en estudios patoldgicos a partir de parafinas refinadas provenientes de mercados

internacionales y disponibles en el mercado local.

En el afio 2005 Rosales M. Ennayaileth A., desarrollé un trabajo relacionado con el
tema tratado, titulado “Evaluacion del proceso de refinacion de la parafina cristalina
nacional con el fin de incrementar su valor agregado en aplicaciones patoldgicas”.
Dicho trabajo consistio en el proceso de refinacion de la parafina cristalina nacional
para incrementar su valor agregado en aplicaciones patoldgicas. Para ello, primero
realiz6 ensayos de disolucion por 24 horas a las parafinas nacionales e importadas
para seleccionar los solventes de trabajo a temperaturas de 27 °C y 40 °C, luego
analiz6 dichas muestras mediante analisis termogravimétricos, calorimetrias
diferenciales de barrido, infrarrojos y espectrometria de masas y posteriormente
sometio la parafina nacional a pruebas experimentales de adsorcion con carbén
activado y bauxita, filtracion (utilizando extraccion Soxhlet), y cristalizacion
mediante evaporacion del solvente. Culminado el proceso de refinacion, caracterizd
nuevamente la parafina nacional mediante calorimetria diferencial de barrido y

espectrometria de masas con el fin de observar el nivel de pureza alcanzado de la

18



CAPITULO Il FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION

muestra durante la secuencia experimental. Como resultado, obtuvo que el proceso de
refinacion de la parafina cristalina nacional utilizando carbén fue favorable, ya que
logré observar cambios fisicos en la parafina y cambios en las proporciones de los
componentes presentes mayoritariamente al compararla antes y después del proceso

de refinacién mediante espectrometria de masas.

Cabe destacar que la parafina obtenida no fue utilizada en analisis histoldgicos, por lo
que se desconoce si es factible o no emplearla para esta aplicacion. Por ello,
conseguir el objetivo planteado resulta de gran importancia tanto a nivel médico o
patoldgico, como a nivel técnico y econdmico, ya que de lograr obtener una parafina
con propiedades semejantes o iguales a la parafina importada, también se lograria un
ahorro de divisas, debido a que en principio el producto final resultaria de un menor

costo que el de la parafina importada.

11.3.- OBJETIVOS

11.3.1.- Objetivo general

Desarrollar y/u obtener una parafina o mezcla de parafinas, a partir de parafinas
refinadas de procedencia extranjera con la finalidad de ser empleada para inclusion de
tejidos organicos.

11.3.2.- Objetivos especificos

e Caracterizar parafinas comerciales provenientes del mercado internacional y
disponibles en el mercado local, mediante la determinacion de propiedades
como punto de fusién, punto de solidificacion y viscosidad, utilizando
técnicas reoldgicas como una alternativa a los procesos y técnicas

tradicionales.

e Evaluar las parafinas de origen comercial en base a sus caracteristicas, con la
finalidad de seleccionar las de posible uso para el desarrollo de una mezcla

aceptable para la embuticion de tejidos.
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Desarrollar formulaciones de mezclas basadas en las parafinas seleccionadas y
caracterizarlas en base a su punto de fusion y solidificacion, densidad y

viscosidad.

Seleccionar la parafina o mezcla de parafinas con caracteristicas similares a la
cera comercial de referencia empleada para la inclusion de tejidos y someterla

a ensayos de corte y adherencia.
Desarrollar el proceso o procedimiento para obtener la cera en forma de

lagrimas o pellets similares a la parafina que actualmente se comercializa en

el pais con fines histolégicos.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

I11.1.- INCLUSION EN PARAFINA

La Histologia, también conocida como anatomia microscopica, es la ciencia que
estudia la forma de las estructuras de los tejidos organicos vistas bajo el microscopio.
Asi, el proceso histologico consiste en una serie de métodos y técnicas empleadas
para poder estudiar las caracteristicas morfoldgicas y moleculares de los tejidos, el

cual se utiliza como medio de diagnostico (Univ. de Vigo, 2011).

Los andlisis microscopicos son una manera de observar detalles que no son
perceptibles para el ojo humano a simple vista, tales como microorganismos, células,
entre otros, sin embargo, la técnica es efectiva cuando la observacion se realiza en un
solo plano. El fundamento radica en que para poder examinar un espécimen usando
un microscopio se requiere que el mismo sea lo suficientemente delgado para permitir
el paso de luz a través de éste. Asi, la mayoria de las técnicas histoldgicas tienen
como objetivo preparar el tejido para su observacion con el microscopio, bien sea
optico o electrénico. Ello es debido a que la estructura de los tejidos esta basada en la
organizacion de los distintos tipos de células que los componen vy, salvo contadas
ocasiones, las caracteristicas morfoldgicas de las células sélo se pueden observar con

estos equipos (Univ. de Vigo, 2011).

De esta manera, la inclusion en parafina es una técnica empleada para preparar el
tejido del espécimen de manera que no se deforme cuando es seccionado en laminas
ultrafinas. Asi, dicho tejido es infusionado con cera parafinica que luego de ser
colocado en un molde se le afiade mas parafina fundida, obteniendo como resultado
un pequefio cubo de cera con el tejido incrustado dentro del mismo. Esta técnica de
inclusién es rutinariamente empleada para preparar tejidos que seran sometidos a

biopsias y posteriores andlisis. Este proceso de embuticion incluye varias etapas o
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procesos secuenciales involucrados, como la fijacién, deshidratacion, inclusion y

seccionamiento (Barzilla, 2005).

En la Figura 1 se muestran los métodos y técnicas comiunmente empleados para el
procesamiento de los tejidos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que existen
muchas variantes a estos procedimientos y su eleccién dependera del resultado final

que se desee obtener.
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Fig. 1.- Esquema del proceso histolégico, (Univ. de Vigo, 2011).
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111.1.1.- Fijacién

Cuando un segmento o fragmento de tejido es removido del cuerpo del cual formaba
parte inmediatamente comienza a morir, es decir, las células de las cuales esta
compuesto comienzan a deteriorarse haciendo que la evaluacion microscopica exacta
sea imposible. Por lo tanto, la fijacion es un método para preservar las células,
proteger el tejido frente a ataques bacterianos, evitar autolisis, insolubilizar elementos
solubles que se quieren estudiar, evitar distorsiones y retracciones tisulares, penetrar y
modificar el tejido para poder llevar a cabo tinciones especificas posteriores, etc., esto
se logra colocando el espécimen en un liquido fijador, usualmente formaldehido, sin
embargo no existe un fijador universal ni un método de fijacién Unico (Univ. de Vigo,
2011). La fijacion actua de manera tal que destruye los quimicos responsables de la
descomposicion de las células. Asi, la muestra de tejido puede permanecer “fijo”

hasta por cuatro horas (Heidcamp, 1995).

111.1.2.- Deshidratacién

Seguido de la fijacion, el segmento del tejido es lavado con agua para remover
cualquier resto del agente fijador que haya quedado. El agua y la parafina no son
miscibles, por ende, todas las trazas de agua necesitan ser removidas del tejido
lavado, este proceso es denominado deshidratacion. Esta etapa se lleva a cabo
colocando el tejido en una serie de bafios de alcoholes de fuerza gradual, es decir,
desde el méas débil hasta el mas fuerte. No debe confundirse la deshidratacion con el
secado. En la deshidratacion se reemplaza el agua con otro liquido que a diferencia
del agua es miscible con la parafina. Este proceso se lleva a cabo en 15 horas
aproximadamente (Heidcamp, 1995).

111.1.3.- Inclusion, Incrustacién o Embuticion

La inclusion es el método mas comun de endurecer el tejido y consiste en infiltrar la
muestra con sustancias liquidas que tras un proceso de polimerizacion o enfriamiento
se solidifican, sin afectar las caracteristicas del tejido. Con ello se consigue obtener

cortes delgados (desde decenas de micrometros a nandémetros segun el medio de
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inclusion) sin que el tejido se rompa o se deteriore. Ademas, son un buen método de
preservar las muestras durante largos periodos de tiempo. Existen diferentes
sustancias o medios de inclusion dependiendo del espesor del corte y de la técnica
que se vaya a realizar. Cuando se quieren hacer secciones para su observacion con el
microscopio 6ptico los medios de inclusiobn méas frecuentemente usados son la
parafina o la celoidina, mientras que si se desea realizar observaciones con el
microscopio electronico la inclusién se realiza con resinas, principalmente de tipo

acriclicas o epoxy (Univ. de Vigo, 2011).

Una vez que el tejido ha sido deshidratado es sumergido en parafina pura fundida por
tres o cuatro horas, de manera que el espécimen se encuentre totalmente infiltrado por
la cera. En otras palabras, la parafina debe ocupar todos los espacios vacios dentro del
tejido que originalmente se encontraban llenos con agua. El tejido infiltrado es
colocado dentro de un molde en forma de bloque, se afiade la parafina fundida dentro
del mismo para luego dejar enfriar el conjunto. El proceso resulta en un bloque de
cera con un fragmento de tejido incrustado. Luego, el espécimen se encuentra listo

para proceder a seccionarlo en laminas delgadas (Klatt, 2011).

La Figura 2 muestra un protocolo comun empleado para la inclusion en parafina. El
esquema representa la inclusién de una muestra de tejido previamente fijada. Los
tiempos de incubacién en cada sustancia pueden variar en funcion del tamafio de la
muestra, tipo de tejido, o por ejemplo el liquido intermediario. Sin embargo, los pasos

son comunes a cualquier inclusion en parafina.
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Fig. 2.- Esquema del proceso de inclusion en parafina de una muestra de tejido
previamente fijada, (Univ. de Vigo, 2011).
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111.1.4.- Corte o Seccionamiento

El seccionamiento es un término empleado para el rebanado o corte de tejidos que
permite obtener finas ldminas del tejido embutido. Las secciones son colocadas sobre
portamuestras de vidrio para su posterior coloracién y andlisis. El corte requiere de
gran habilidad, ya que las secciones del espécimen son tan delgadas que incluso
dificultan su traslado a los respectivos portamuestras sin desgarrarlas, plegarlas o
doblarlas. De esta manera, un examen certero es posible s6lo si el espécimen ha sido

apropiadamente preparado, embutido y seccionado (Klatt, 2011).

El seccionamiento de la muestra se realiza manualmente mediante equipos que
operan de manera mecanica. Estos equipos utilizados para seccionar la muestra con
espesores en el orden de micrometros se denominan microtomos; una imagen del
mismo puede observarse en la Figura 3. Existen diferentes tipos segun el grosor que
se quiera conseguir en las secciones, el medio de inclusion en el que se encuentre el

tejido o si se ha endurecido por congelacién o por inclusion (Univ. de Vigo, 2011).

Fig. 3.- Microtomo rotativo manual.
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111.2.- LA PARAFINA

Las parafinas o hidrocarburos parafinicos son cadenas lineales o ramificadas de
compuestos organicos saturados con una composicion CpHanz (con n € N). El
término ceras de parafina es usado para mezclas de varios grupos de hidrocarburos,
especialmente parafinas y cicloalcanos, los cuales son sélidos a temperatura ambiente
(Freund, 1982). Para objetivos del presente trabajo se tratara Unicamente de parafinas
solidas a temperatura ambiente y se empleara el término cera o parafina de manera

indistinta.

Debido a la diversidad de parafinas, éstas se categorizan esencialmente en dos grupos

segun su tipo de estructura:

111.2.1.- Parafinas macrocristalinas

Las ceras parafinicas que presentan estructuras de tipo macrocristalina pueden ser
clasificadas respecto a sus puntos de fusion o a lo extenso que haya sido su refinado.
En base al punto de fusion, se pueden distinguir entre parafinas suaves con
temperaturas de fusién por debajo de los 45 °C, y parafinas duras con puntos de
fusion entre los 45 y 60 °C con penetracion de aguja inferior a 20 dmm a 25 °C.
Consecuentemente las parafinas mas duras a temperatura ambiente tienen un punto de
fusién mayor, mientras que las mas blandas uno menor. Dependiendo de la etapa de
refinado, se pueden clasificar como semi-refinadas o refinadas de calidad técnica. Las
ceras parafinicas de calidad técnica generalmente contienen menos del 6 % m/m de
aceite. Las parafinas semi-refinadas pueden contener hasta un maximo de 3 % m/m
de aceite, de color amarillo palido o blanco. Las parafinas refinadas contienen de 0,4
a 0,8 % m/m de aceite, son completamente incoloras e inodoras y no contienen

sustancias perjudiciales a la salud.

Quimicamente son mezclas que consisten principalmente en hidrocarburos saturados
C15-C3, con pequefias cantidades de i-alcanos y cicloalcanos. EIl peso molecular de
éstas varia entre 250 y 450 Da, y sus puntos de fusion entre 28 y 66 °C. Sus cristales

tienen forma de placas o agujas y pueden ser observados visualmente. Las
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temperaturas de fusion de algunos de estos alcanos se pueden observar en la Tabla 1
(Dean, 1999).

Tabla 1.- Puntos de fusidn de alcanos comprendidos entre C,y y Csq (Dean, 1999).

Formula molecular Temperatura de fusién (°C)
C20H42 36,7
C21H44 40,4
C22H46 44’2
C:23H48 47’4
C24H50 51’1
C25H52 53’3
CyeHs, 57,0
C27H56 60’0
C28H58 61’6
C29H60 64’0
C30H62 66’0

111.2.2.- Parafinas microcristalinas

Las ceras parafinicas que presentan estructuras de tipo microcristalina tienen mayores
pesos moleculares, densidades e indices refractivos. Desde el punto de vista de
proceso y aplicacion, es muy importante la capacidad que tienen éstas de retener
mayor cantidad de aceite que las macrocristalinas. La diferencia estructural también
se confirma observando cémo mezclando parafina macrocristalina con sélo unas
pocas décimas en porcentaje de microcristalina cambia la facilidad de exudacion y
prensado de la misma. Este tipo de parafina es obtenida a partir de petrolato, al cual
se le debe las propiedades fragiles y ductiles. Las parafinas microcristalinas fragiles
reciben el nombre de ceresinas y las ddctiles se dividen en dos subgrupos llamados

plasticas y elasticas (Freund, 1982).

La mayor parte de estas ceras microcristalinas contienen grandes cantidades de i-

alcanos y naftenos con largas cadenas de alquilos ramificadas, siendo los i-alcanos los
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responsables de la formacion de los microcristales. Estas parafinas consisten de

componentes gque van desde Cyo hasta Css con puntos de fusion entre 80 y 95 °C.

Cabe destacar, que las diferencias entre las caracteristicas de las ceras
macrocristalinas y microcristalinas no estan sujetas al nivel de purificacion de las
mismas. Sus clasificaciones se realizan en base a puntos de fusion, viscosidad
cinematica a 100 °C, penetracion a 25°C (ASTM D1321), punto de ruptura (Fraass) y
contenido de aceite (ASTM D721). En la Tabla 2 se pueden observar las diferencias
entre las caracteristicas de las parafinas macrocristalinas, intermedias y

microcristalinas (Freund, 1982).

Tabla 2.- Clasificacién de parafinas macrocristalinas, intermedias y microcristalinas segin sus
caracteristicas (Freund, 1982).

Microcristalinas
Caracteristicas Macrocristalinas Intermedias Ddctiles

Fragiles Eléasticas Plasticas
fpuusri](t")?l O(ISC) 40 - 60 58 - 70 74 -85 50 - 60 50 - 70
G, i ww o _ou o
zgr;eér?gr'ﬁ;; 12 -20 > 15 <10 20-35  20-50
E:Zégs% r(ggt)ura > 25 >15 >25 20-0  -30-10
aCCOeri‘tts’Ejzg)de <08 <05 <2,0 05-30 30-70

* El punto de ruptura de Fraass es esencialmente un método que permite determinar la temperatura a la cual el

bitumen alcanza su rigidez critica y cede o se agrieta (Read, 2003).

111.2.3.- Propiedades quimicas de las parafinas

Por estudios espectroscopicos se ha demostrado que las ceras parafinicas consisten
principalmente en hidrocarburos saturados. EI nimero de componentes de anillos
aromaticos, particularmente en el caso de las parafinas macrocristalinas formadas por
componentes de bajo peso molecular, es tan pequefio que practicamente no ejercen

efecto alguno en las propiedades de la parafina, de hecho, la mayoria de estos anillos
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estdn presentes como derivados alquilbencenos y en forma condensada (Freund,
1982). Aparte de n-alcanos e i-alcanos, las ceras parafinicas macro y microcristalinas
contienen naftenos, especialmente derivados alquil-sustituidos de ciclopentanos y
ciclohexanos. Dependiendo de la fuente del crudo y de lo extenso del refinado,
mayores 0 menores cantidades de sulfuros ciclicos y compuestos nitrogenados

pueden estar también presentes.

I11.2.4.- Estructuras cristalinas de las parafinas

Como se menciond anteriormente, los hidrocarburos parafinicos ya sean componentes
individuales o mezclas de ellos, son siempre cristalinos a temperaturas por debajo de

sus puntos de fusién o rangos de fusion.

En la practica, la cristalizacion y estructura cristalina son de gran importancia, en
especial en el caso de las ceras parafinicas sélidas a temperatura ambiente. En el
transcurso de la manufactura y aplicacion de las ceras parafinicas, la cristalizacion
toma lugar a partir del fundido. Durante el enfriamiento del liquido comienza la
formacion de ndcleos, los cuales dan origen a los cristales. La habilidad de
cristalizacion, tanto en tamafio como en forma de los cristales que se producen a
partir de un fundido, es usualmente caracterizada numéricamente por el nimero de
nacleos formados por unidad de volumen del fundido por unidad de tiempo, donde la
formacion de ndcleos siempre comienza por debajo del punto de fusion (Freund,
1982).

A temperatura ambiente, los alcanos entre C19 y Co9 conteniendo un nimero impar de
atomos de carbono presentan una estructura ortorrombica, mientras que los que
contienen numeros pares, entre C15 y Cps, poseen una estructura triclinica, y aquellos
entre Cpg y Css presentan una estructura monoclinica. A mayores temperaturas, las
estructuras mas estables son las que presentan sistemas cristalinos de mayor simetria,
como es el caso particular de las estructuras hexagonales y ortorrémbicas. En las
estructuras hexagonales las largas moléculas son capaces de rotar libremente

alrededor de su eje longitudinal, asi, tales parafinas son relativamente suaves. En
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cristales con sistemas ortorrombicos no es posible esta libre rotacion, por ende, estas
parafinas poseen una mayor rigidez (Freund, 1982). La representacion de las
estructuras hexagonales y ortorrémbicas de los cristales se pueden observar en las

Figuras 4 y 5 respectivamente.

Segun estudios de Mazee, Schaerer, Baylé, Smith y otros, los hidrocarburos
parafinicos lineales comprendidos entre C,; y Czs muestran un punto de transicion
bien definido cuando se encuentra a pocos grados centigrados por debajo de sus
puntos de fusién. La llamada fase o, estable por debajo del punto de fusién, es
convertida en fase 3, donde la transicion estd acompafiada por el desprendimiento de
una relativa gran cantidad de calor. Las parafinas comerciales macrocristalinas a
temperatura ambiente consisten principalmente en duros cristales ortorrombicos, sin
embargo la estructura hexagonal siempre esta presente, aun si Se encuentra en

pequerias cantidades.

q a
b 54 bl /7
- ; S <Z 2000
$
028-2‘{*5 dzog:fh'lz,a a=745A d200=3.725£
b=4.76 A dio=412R b=4.974 d110=4.6 A
Fig. 4 - Estructura hexagonal de cristales Fig. 5 - Estructura ortorrdmbica de cristales
de ceras parafinicas de ceras parafinicas

111.2.5.- Parafinas para inclusion o embuticion de tejidos

Existen distintos tipos de parafinas y cada una de ellas se emplean segun las
necesidades, asi, las propiedades y especificaciones de las ceras parafinicas dependen

del campo de aplicacion, estas especificaciones pueden involucrar mezclas de
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distintos tipos de parafinas con incorporacion de parafinas microcristalinas, polimeros
u otros aditivos con el objetivo de modificar propiedades como la fragilidad, la fuerza
tensil, facilidad de pulverizacién, propiedades de adherencia, entre otros. De esta
manera, ciertas propiedades importantes para una aplicacion determinada pueden ser
mejoradas, mientras que otras pueden ser suprimidas total o parcialmente (Freund,
1982).

Normalmente las ceras son mezclas de parafinas macrocristalinas con presencia de
aditivos. Los principales aditivos empleados en mezclas con parafinas

macrocristalinas se pueden dividir en dos grupos:

e Parafinas microcristalinas (petrolatos, ceresinas, ozoqueritas, etc.), y
e Polimeros (polietileno, poliisobutileno, copolimeros de etilvinilacetato,
etileno etilacrilato, etileno isobutilacrilato, amidas de acidos grasos, resinas

naturales y sintéticas, entre otros.)

El efecto de los aditivos puede ser intensificado si las propiedades que se requieren
potenciar ya se encuentran presentes en la materia prima. En el caso de las ceras
parafinicas empleadas para embuticion de tejidos, generalmente estan formuladas en
base a mezclas de parafinas macro y microcristalinas que en principio poseen
diferentes puntos de fusion. De esta manera, las proporciones en la mezcla de cada
uno de los componentes dependera del grado deseado en el producto final y las

propiedades de los aditivos a ser empleados (Freund, 1982).

Los petrolatos microcristalinos poseen alta flexibilidad a bajas temperaturas y baja
permeabilidad al vapor de agua. Ceresinas microcristalinas con altos puntos de fusion
y bajo contenido de aceite promueven el brillo y la alta resistencia a impactos
mecanicos. Asi, para la eleccion de un polimero como aditivo debe considerarse la
capacidad suavizante y los intervalos de fusién del mismo, como también la variacion
de la viscosidad en funcién de la temperatura. Para los polimeros, la viscosidad es
funcién de sus pesos moleculares promedio, consecuentemente polimeros con bajos

grados de polimerizacion son empleados comdnmente para mezclas, siendo
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mayormente empleados el polietileno y el poliisobutileno, éstos incrementan los

puntos de fusion, la dureza y en menor grado, la flexibilidad (Freund, 1982).

En el caso de las parafinas empleadas para embuticion de tejidos es recomendable
una dureza mayor para incluir muestras mas duras, y poder de esta manera realizar

cortes mas finos (Univ. de Vigo, 2011).

Las parafinas mas empleadas tienen un punto de fusion en torno a los 60 °C y son
tipicamente parafinas microcristalinas, ya que el pequefio tamafio de sus cristales
permite una mayor infiltracion entre el tejido a embutir obteniendo como resultado
una mejor inclusion. Estas caracteristicas de las parafinas se pueden modificar
afiadiendo sustancias para variar su dureza, viscosidad y fragilidad, entre otros (Univ.
de Vigo, 2011).

De esta manera, en la Tabla 3 se presentan ciertas caracteristicas técnicas que

suministran algunos fabricantes de ceras comerciales para embuticion de tejidos.

Tabla 3 - Caracteristicas de ceras comerciales para embuticion de tejidos.

Malaga  Multiceras  United Group McCormick™

Caracteristicas (D-2395)  (Histowax) (Parabiotest) (Paraplast)

Punto de fusién (°C) 56 - 58 55-60 54-56 56
Penetracién a 25 °C (dmm) 8-12 0-10 - -
Contenido de aceite (% p) <1 <0,5 <05 =

Adicionalmente, las parafinas para embuticion deben poder infiltrarse en el tejido
profundamente, tener rigidez y a su vez poseer cierta flexibilidad para poder lograr
cortes limpios y rapidos sin agrietarse, de lo contrario la muestra de tejido puede

danarse o deteriorarse dificultando de esta manera su respectivo diagnaostico.
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CAPITULO IV

MARCO METODOLOGICO

La metodologia empleada para llevar a cabo el presente Trabajo Especial de Grado se

puede observar graficamente en la Figura 6.
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Fig. 6 - Esquema del marco metodolégico y actividades experimentales.
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IV.1.- REVISION BIBLIOGRAFICA

En esta etapa se realiza una revision bibliografica que contempla los topicos
relacionados con el presente trabajo. Dicha revision consiste en la busqueda,
compilaciéon y andlisis de informacion disponible, con el fin de obtener los
conocimientos basicos necesarios para comprender y desarrollar el tema planteado.
En principio, se considera lo referente a los aspectos basicos de la materia prima,
como lo son las propiedades y caracteristicas de las parafinas, seguidamente las
técnicas empleadas para las caracterizaciones de las mismas, y por ultimo el

procedimiento a realizar para la obtencion de las mezclas y los pellets.

IV.2.- MATERIA PRIMA

Las parafinas a emplear son de distintas procedencias, Estados Unidos, Alemania,
China y México. En la Tabla 4 se presenta el origen y la denominacion comercial, asi
como algunas propiedades y el fabricante de las parafinas que se utilizaron en esta
investigacion. Estas a su vez vienen en diferentes presentaciones: panelas, hojuelas,
pellets y trozos de geometria irregular. Por lo tanto, para los ensayos previstos es
necesario adecuar dichas parafinas de acuerdo a los respectivos analisis a los cuales

deben ser sometidas.

Tabla 4 - Procedencia, proveedores y algunas propiedades de las parafinas estudiadas.

Punto de Penetracion a

Procedencia Fabricante Denominacion fusion (°C) 25 °C (dmm)
Alemania Sasol Wax GmbH Base alemana 54-56 16-20
China - HPS 56 min. 12

D-2395 56-58 8-12
Malaga S.A. de C.V.
) GLP-5 58-60 8-12
México
] Histowax 55-60 0-10
Multiceras S.A. de C.V. - —
Microcristalina 70-75 15-28
] United Group O.L. C.A. Parabiotest 54-56 16-20
Nacional
Santa Teresa C.A. Vela comin - -
U.S.A. McCormick™ Scientific LLC Paraplast 56 -
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IV.3.- PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

Para la mayoria de los analisis es necesario que la parafina se encuentre en forma de
particulas con un tamafio < 1 mm?®, esto debido a que generalmente se requieren
pequefias cantidades de masa para los mismos o bien ocupan un espacio bastante
reducido en los respectivos portamuestras. Por lo tanto, dichas parafinas deben ser

sometidas a procedimientos de reduccion.

IV.4.- CARACTERIZACION

La caracterizacion de las parafinas mediante los métodos tradicionales generalmente
se basan en normas internacionales como las ASTM, entre las cuales se tienen

principalmente:

e Color: ASTM 1500.

e Contenido de aceite: ASTM D-721.

e Penetracion a 25 °C: ASTM D-1321.

e Punto de fusion: ASTM D127-87.

e Viscosidad (SUS) a 99 °C: ASTM D-2161.

Sin embargo, dichas normas estan orientadas a precisar la calidad o evaluar
parametros especificos, y no generan informacion de significativa utilidad para el
tema planteado, por ello, se ha considerado realizar la caracterizacion mediante
técnicas como lo son: los analisis reoldgicos, la calorimetria diferencial de barrido
(DSC), los anélisis termogravimétricos (ATG) y los analisis mediante espectroscopia

infrarroja (IR).

IV.4.1.- Analisis reologicos

La reologia es definida segun la IJUPAC como el estudio del flujo y deformacion de
la materia cuando se encuentra bajo la influencia de una fuerza mecéanica. Se refiere
especialmente al comportamiento del material que no puede describirse por modelos

lineales simples de la hidrodindmica y elasticidad, donde alguna de estas desviaciones
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es debida a la presencia de particulas coloidales, a la influencia de superficies o bien a
la estructura del fluido. Por ende, la determinacion experimental de las propiedades

reoldgicas es definida como reometria (Moreno, 2005).

Dentro de las propiedades reoldgicas mas importantes tenemos: el esfuerzo y la
deformacidn, la elasticidad y la viscosidad. Mediante esta técnica se pueden obtener
valores precisos de estas variables mencionadas, los cuales son caracteristicos del
material, e incluso Ultimamente también es posible determinar la temperatura de
fusion y solidificacion de ciertos materiales, entre los cuales se encuentra la parafina.
Asi, los datos obtenidos permiten establecer diferencias entre los distintos tipos de

parafinas, otorgando de esta manera la tipificacion de las mismas.

Los ensayos se realizaron con un redmetro HAAKE MARS Il, marca Thermo
Scientific de procedencia alemana. Se empled una geometria de medicion de tipo
placa-placa constituida de un plato modelo MP60/DC, un sensor modelo PP60H de
60 mm de didmetro con eje ceramico y una cdmara de calentamiento superior modelo
UTCE/E con el objetivo de evitar pérdidas de calor. El ensayo se realiz6 en modo
combinado a CS-CR-CS (Controlled Stress: esfuerzo controlado, Controlled Rate:
velocidad controlada), iniciando a una temperatura de 40 °C con el fin de estar lo méas
proximo al punto de cedencia del material, evitar asi la sobrecarga del torque y
facilitar de esta manera la lectura de datos, hasta alcanzar una temperatura maxima de
65 °C, ya que en la practica de los ensayos histologicos la parafina no debe superar
ésta temperatura, por lo que el estudio del comportamiento de estas parafinas a
temperaturas mayores no es considerada en esta investigacion. Las dos etapas
operando en modo CS se realizaron con un esfuerzo (t) de 10 Pa durante un periodo
de 900 s, en la etapa operando en modo CR se seleccion6 la opcidn "tomar de la
anterior”, es decir, el equipo adopta como valor de velocidad de cizalla (V) el valor
final de dicho pardmetro correspondiente al ciclo anterior, el cual se encuentra en un

valor promedio de 1400 s™ por un tiempo aproximado de 600 s.
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IV.4.2.- Analisis por calorimetria diferencial de barrido

Comunmente Ilamados DSC, debido a su procedencia inglesa Differential Scanning
Calorimetry, es una técnica empleada para identificar y evaluar eventos térmicos tales
como transiciones fisicas (transiciones vitreas, cristalizacion, fusion, vaporizacion de
componentes volatiles) y reacciones quimicas. La informacién obtenida caracteriza la
muestra respecto a su comportamiento térmico y composicion. Por otra parte, con
esta técnica también es posible medir propiedades cuantitativas como capacidad
calorifica, temperatura de transicion vitrea, temperatura de fusion y grado de
cristalinidad. Las transiciones y reacciones producidas por tratamientos sucesivos,
pueden ser distinguidas analizando la misma muestra una segunda vez después que
esta haya sido enfriada, considerando que los materiales cristalinos funden y luego

cristalizan nuevamente durante el enfriamiento (Schawe, 2002).

Por medio de este analisis, no sélo es posible obtener valores de las variables
mencionadas, sino que también permite verificar si ocurre algin cambio significativo
en la estructura de la materia (parafina) cuando es sometida a ciclos continuos de
calentamiento y enfriamiento. De esta manera, este ensayo permite evaluar si se
produce algin cambio en la parafina empleada para inclusion durante la practica
diaria de ensayos histologicos, ya que las mismas son sometidas a ciclos inter-diarios

de calentamiento y enfriamiento.

Estos ensayos se realizaron mediante un analizador modelo TGA/DSC 1, marca
Mettler Toledo de fabricacion suiza-norteamericana. Los analisis térmicos constaron
de dos ciclos continuos de calentamiento y enfriamiento, desde 30 °C hasta 65 °C
respectivamente a una tasa de 3 °C/min empleando como portamuestras crisoles de

alimina.

IV.4.3.- Analisis termogravimétricos

Los andlisis termogravimétricos "ATG" (o0 TGA por su origen inglés
Thermogravimetric Analysis), aportan informacion sobre las propiedades de la

muestra y su composicion cuando estas son sometidas a un ciclo continuo de
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calentamiento y enfriamiento, lo cual permite su identificacion. Cuando una muestra
es calentada a menudo pierde masa, esta pérdida de masa puede ser causada por
vaporizacién o por reaccion quimica envuelta en la formacion de productos gaseosos.
Si el gas de purga de la atmosfera empleado no es inerte la muestra también puede
reaccionar con el gas. En algunos casos la muestra puede incrementar su masa, por
ejemplo, si en una oxidacién el producto formado es sélido. Si la muestra se
descompone como resultado de una reaccion quimica, la masa de la muestra a
menudo cambia de manera gradual. La temperatura a la cual ocurre provee

informacion de la estabilidad del material en la atmdsfera empleada (Schawe, 2002).

El empleo de esta técnica resulta de gran utilidad, debido a que la informacion
obtenida permite verificar si la parafina a analizar pierde algun componente volatil
que afecte la estructura durante el calentamiento, provocando cambios en las

caracteristicas que debe poseer para ser empleada en patologia.

Los resultados de este ensayo se obtienen simultdneamente con los DSC, ya que el

equipo disponible permite realizar ambos analisis a la vez.

IV.4.4.- Analisis por espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja, es la rama de la espectroscopia que estudia la region
infrarroja del espectro electromagnético, la cual es una técnica analitica instrumental
que permite conocer los principales grupos funcionales de la estructura molecular de
un compuesto. Esta técnica también es conocida con el nombre de Espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR, por su origen inglés), debido al

aporte del matematico frances en el desarrollo de la técnica (Derrick, 1999).

La espectroscopia en el infrarrojo (IR) es una de las técnicas mas usadas por los
quimicos organicos e inorganicos. De manera resumida, consiste en la medicién de
diferentes frecuencias infrarrojas absorbidas por una muestra posicionada en el
trayecto de un haz infrarrojo con el objetivo principal de determinar los grupos
quimicos funcionales que constituyen la muestra. Diferentes grupos funcionales

absorben frecuencias caracteristicas de radiacion IR, por lo tanto, usando varios
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accesorios de muestreo los espectrometros pueden aceptar un amplio rango de tipos

de muestras, tales como gases, liquidos y solidos (Settle, 1997).

Un espectro IR generalmente muestra la respuesta del detector del equipo que
usualmente es representada mediante una grafica que describe el % transmitancia o
absorbancia en funcién de la frecuencia infrarroja (en nimeros de onda [cm™]). Una
frecuencia de radiacion que interactla con la muestra produce una banda de absorcion
que es caracteristica de la energia requerida para una transicion particular de un grupo
molecular (usualmente una mocién vibracional). El patron y la posicion colectiva de
estas bandas designan la combinacién de los grupos moleculares encontrados de
cualquier compuesto especifico (Derrick, 1999). Las bandas de absorcién exhiben
tres parametros importantes, como lo son: la frecuencia, forma e intensidad. Estos
atributos de las bandas son unicos para cada molécula o material individual. Las
posiciones de las bandas, o frecuencias, indican la presencia de ciertos grupos
funcionales en un material. La forma de la banda aporta informacion acerca de la
funcionalidad del grupo asi como también de la pureza del material, y la relativa
intensidad de la banda, en comparacion con las otras en el espectro, aportan
informacion de la cantidad y del tipo de un grupo funcional especifico presente en

una molécula.

Las dos areas importantes de un examen preliminar de un espectro son: la region de
alta frecuencia, entre 4000-1300 cm™, la cual representa las frecuencias de
alargamiento de grupos funcionales principales (O—H, N-H, C=0, etc.), y la region
de baja frecuencia, entre 900-650 cm™, donde la ausencia de fuertes bandas de
absorcion generalmente indican la presencia de estructuras no aromaticas. La zona
intermedia del espectro, entre 1300-900 cm™, es usualmente referida como la regién
huella dactilar, donde el patrén de absorcion es frecuentemente complejo, originando

bandas en modos de interaccion vibracional (Silverstein, 2005).

Asi, conociendo los grupos funcionales se puede entender mejor el comportamiento

quimico de los materiales, y en este caso el de las parafinas, que junto a los resultados
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de los andlisis mencionados anteriormente se puede establecer un sistema

comparativo que permite su categorizacion y por ende caracterizacion.

Los ensayos fueron realizados en dos grupos, con equipos y métodos diferentes. Un
primer grupo de muestras se analizaron en forma de pelicula sobre celdas de bromuro
de potasio (KBr), en un instrumento marca Nicolet, modelo 380, operando en un
intervalo espectral de 4000-400 cm™ y una resolucién de 4 cm™. El segundo grupo se
realiz6 empleando la técnica de disco prensado, utilizando pastillas de bromuro de
potasio (KBr), en un espectrometro marca Nicolet, modelo Magna IR560
Spectrometer E.S.P., en un intervalo espectral de 4000-400 cm™. Ambos equipos

operados en modo de transformada de Fourier.

IV.5.- ELABORACION DEL PRODUCTO FINAL Y OBTENCION DE
PELLETS

Una vez categorizada y caracterizada cada una de las parafinas, se procede a
seleccionar las mas adecuadas para establecer mezclas entre ellas y someterlas a
posteriores ensayos, con el objetivo de obtener un material con caracteristicas
similares a la referencia. Para ello, se toman en cuenta como parametros principales
de seleccidn las temperaturas de fusion, asi como también las viscosidades que éstas
presenten e impurezas que puedan presentar las cuales se podran observar en los

resultados obtenidos.

Para la obtencidn de pellets es necesario estudiar, analizar y establecer los parametros
que permitan obtener la parafina en esta forma de presentacion, entre estos se pueden
mencionar la temperatura a la cual debe encontrarse la parafina asi como también la

temperatura del ambiente, entre otros.

IV.5.1.- Preparacion de mezclas y obtencién del producto final

En esta etapa se seleccionan las parafinas que resulten como posibles materias primas
para la elaboracion de mezclas, es decir, aquellas que posean caracteristicas similares

a la parafina de referencia. Una vez seleccionada la(s) parafina(s) que presente(n)
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menores valores de punto de fusién y viscosidad, asi como menor cantidad de
impurezas, se procede a la realizacion de diferentes mezclas, para finalmente evaluar
los resultados obtenidos. Adicionalmente, dependiendo de los resultados que se
obtengan se decidira si es necesaria la adicion de algin aditivo que modifique las
propiedades de la parafina 0 mezcla de parafinas, de manera que permita obtener

mejores resultados.

IV.5.2.- Obtencidn de pellets

En esta etapa se evalian las posibles variables involucradas en el proceso de
obtencién de parafina sélida en forma de pellets. Se ha considerado que el sistema a
disefiar debe permitir obtener gotas de parafina que luego solidifiquen rapidamente.
Como sistema de obtencion de gotas se considerd el disefio de un dispositivo que
mediante una serie de accesorios electromecanicos permite la descarga de la parafina
fundida de manera intermitente sobre una cinta transportadora, la cual se desplaza
dentro de un tanel por el cual circula un flujo de aire frio a contracorriente como
medio de enfriamiento, logrando asi transferir la maxima cantidad de calor entre el
material y el medio refrigerante, lo que permite un proceso de solidificacion mas

rapido, efectivo y sin defectos.

El esquema del montaje experimental del sistema disefiado que permite obtener la
parafina en forma de pellets se puede observar en la Figura 7. EI mismo se encuentra
constituido por seis partes principales: la fuente de aire frio, la fuente de parafina
fundida, la cinta transportadora de gotas del fundido, el conducto/tnel por el cual
circula el aire frio, el control electromecéanico y por ultimo, el recipiente en el cual se

recolectan los pellets.
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Fig. 7 - Esquema del sistema para obtencion de pellets: (1) Fuente de aire frio, (2) Ducto de
circulacion de aire refrigerante, (3) Recipiente de recoleccion de pellets, (4) Cinta
transportadora, (5) Fuente de parafina fundida, (6) Control electromecanico.

Entre las variables a manipular y/o controlar para lograr los pellets se pueden
mencionar: la temperatura, direccion y caudal de aire frio, velocidad de la cinta
transportadora y longitud de la misma, temperatura de la parafina, altura entre las
boquillas de descarga y la cinta, la frecuencia de descarga y diametro de las boquillas
de descarga, entre otros. En vista de la posible interdependencia entre muchas de
estas variables, se debe establecer un sistema que permita manipularlas para obtener

dichos pellets.

El esquema eléctrico del sistema concebido para el control y calentamiento que
mantiene la parafina fundida, y permite la obtencion de gotas de la misma se puede

apreciar en la Figura 8.
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Fig. 8 - Esquema eléctrico de control: (a) Controlador PID de temperatura, (b, c) Valvulas solenoides,
(d) Braker, (e) Transformador y (f) Temporizador.

Basicamente, el sistema consta de un compartimiento en el cual se encuentra la
parafina, que por medio de una resistencia eléctrica se funde y se mantiene en estado
liquido a una temperatura establecida en el controlador. De esta manera se garantiza
que la parafina siempre se encuentre en estado liquido y no se solidifique, lo cual
puede obstruir los conductos por donde fluye y se descarga la misma. Este sistema

donde se encuentra la parafina se puede observar de manera esquematica en la Fig. 9.

En este sistema, la valvula solenoide (2) que comunica al tanque de almacenamiento
(1) con el tanque de descarga (4) permite el llenado del mismo una vez que se haya
vaciado. El termopozo (3) es una vaina hermética donde se ubica la termocupla que
permite medir la temperatura a la cual se encuentra la parafina fundida, y envia una

sefial al controlador de temperatura al cual se encuentra acoplada permitiendo regular
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la temperatura en el intervalo deseado. La segunda valvula solenoide (5) es la que
controla el flujo de aire que permite llenar y descargar el respectivo compartimiento
de descarga, asi como también obtener las gotas de parafina de manera intermitente y

continua por medio de un temporizador.

(1) Tanque de almacenamiento

(2, 5) Vélvulas solenoides

W (3) Termopozo / termopar

(4) Tanque de descarga
©
(©)
Fig. 9 - Esquema del sistema de carga,
O D descarga y mantenimiento de la
TAVAVAVAVE

parafina.

A medida que transcurre el tiempo en el cual se descarga la parafina en forma de
gotas, éstas caen en una cinta transportadora que circula por el ducto por el cual fluye
aire frio en contracorriente. Este acelera el proceso de solidificacion de la parafina de
manera que al llegar al otro extremo del ducto se encuentre lo suficientemente sélida
para poder ser desprendida con facilidad, cayendo asi a un recipiente donde se

recolectan los pellets de la misma.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo se analizan y discuten todos los resultados obtenidos de los ensayos y
objetivos planteados que se llevaron a cabo para la realizacion de la presente

investigacion.

V.1.- PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

Las parafinas estudiadas poseen distintos tipos de formas de presentacion, algunas de

las cuales pueden ser observadas en la Figura 10.

Fig. 10 - Formas de presentacion en el mercado: (a) Microcristalina,
(b) GLP-5, (c) Histowax, (d) Parabiotest, (e) Paraplast.

Para obtener un adecuado tamafio de particula se emple6 un proceso de cortado y/o
rayado, ya que debido al comportamiento elastoplastico de la parafina no se pueden
emplear procesos de reduccion de tamafio tradicionales como la trituracion o

molienda. En la fotografia de la Figura 11, se puede observar el aspecto del material
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cortado, mientras que en la fotografia de la Figura 12 se puede observar el aspecto del

material rayado.

Fig. 11 - Particulas de parafina obtenidas Fig. 12 - Particulas de parafina obtenidas
mediante un proceso de cortado mediante un proceso de rayado
manual. manual.

La técnica de cortado manual afecta negativamente el resultado de los analisis
reol6gicos, ya que aparentemente el mayor tamafio y los bordes puntiagudos que ésta
deja en las pequefias particulas de parafina producen una considerable resistencia
cuando el sensor del redmetro ejerce el esfuerzo de rotacion en las primeras etapas

del ensayo.

En la Figura 13 se representa de manera esquematica un corte longitudinal del
sistema de medida con la muestra para los ensayos reol6gicos. El esquema ilustra la
forma en que se encuentran distribuidas las particulas de parafina entre la base y el
sensor. Si las particulas presentan geometrias que afecten su arreglo y la rotacién del
sensor a medida que se encuentra ejerciendo fuerza sobre las mismas, la inestabilidad
del sistema se incrementa, dificultando con ello la lectura de datos y obteniendo de
esta manera curvas irregulares. Por esta razon, y aunado a la dificultad de reduccion

de tamafio por corte manual, se sustituyé esta técnica por un proceso de rayado.
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Sensor de
eje cerdmico Base

| portamuestra

Muestra (parafina)

Fig. 13 - Esquema del sistema de medida y montaje de un ensayo reoldgico.

Mediante éste ultimo proceso se obtienen las particulas de parafina en forma de
pequerias "virutas", disminuyendo de manera significativa los bordes puntiagudos que
origina la técnica de cortado y obteniendo un tamafio de particula aiun menor, con una
distribucion de tamafio aparentemente mas regular. Esto facilita el arreglo de las
particulas de la muestra de parafina y la rotacion del sensor, y aungque no impide la
fluctuacion de valores antes de la temperatura a la cual el material adquiere el
comportamiento de un liquido, se evita la sobrecarga del torque del equipo facilitando
con ello los analisis reoldgicos de dichas parafinas y la obtencién de curvas mas

definidas, obteniendo de esta manera mejores resultados.

V.2.- CARACTERIZACION Y ANALISIS DE LA MATERIA PRIMA

V.2.1.- Analisis reoldgicos

En esta seccion se muestran los resultados obtenidos de los ensayos reologicos de
viscosidad () en funcion de la temperatura (T) practicados a cada muestra de
parafina segun las condiciones indicadas en la metodologia experimental. Con fines
practicos y con el objeto de evaluar el comportamiento de cada material, se
clasificaran los resultados de las parafinas estudiadas en dos grupos segun las

diferentes escalas, asi, el primer grupo estara constituido por las parafinas que
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presentaron viscosidades maximas inferiores a 300.000 Pa-s y el segundo grupo
estara comprendido por aquellas que presentaron valores maximos de viscosidad

superiores a los 500.000 Pa-s.

V.2.1.1.- Parafina Paraplast

La grafica de la Figura 14 corresponde al resultado del andlisis de viscosidad en
funcidn de la temperatura que se le realiz6 a la parafina Paraplast, la cual es utilizada
como el material de referencia. La grafica muestra el comportamiento de la
viscosidad de la parafina en funcion de la temperatura. En la curva correspondiente al
calentamiento se pueden observar cinco segmentos o zonas que describen diferentes

etapas que experimenta el material al ser calentado.

300.000 1

250.000 1

200.000 1

)

150.000 -

Viscosidad (Pa

100.000 -

] —— Calentamiento
50.000 -

—— Enfriamiento

i ¢ oRRIEED———|
60 65

Temperatura (°C)

Fig. 14 - Curva de n vs. T correspondiente a la parafina Paraplast: (a) Ampliacion de la curva de
calentamiento en la region de los 56 °C, (b) Ampliacion de la curva de enfriamiento en
la region de los 48 °C.
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En el primer segmento, ubicado entre los 40-41 °C se observa una pendiente positiva,
lo cual esta asociado a la compactacion y adherencia de las particulas al sensor (rotor)
del equipo como consecuencia de la fuerza y rotacion ejercida por el mismo, lo que
produce un esfuerzo que provoca un aumento en la viscosidad hasta el punto de
cedencia, este comportamiento se ilustra en la Figura 15a. En el segundo segmento
(41-46,4 °C), la viscosidad se mantiene practicamente constante a pesar de que la
temperatura continua en aumento, en esta etapa ocurre la fusion parcial de la parafina,
en primer lugar funden las particulas mas pequefias, las aristas de los granos de mayor
tamafio y los hidrocarburos de menor peso molecular, formando una pelicula continua
en la base portamuestra que se entremezcla con el aceite contenido en la parafina,
transfiriendo calor a la misma hasta alcanzar el punto de fusion de los siguientes
grupos de hidrocarburos, como bien se puede observar en la Figura 15b. El
mecanismo descrito se incrementa debido a la fusion parcial (ablandamiento) de los
granos mas gruesos de parafina, y se comienza a formar una mezcla de consistencia
pastosa que se adhiere al sensor y se intensifica por el movimiento del mismo, dando
lugar a un aumento de la viscosidad, describiendo el comportamiento del tercer
segmento (46,4-50,2 °C) de la curva. Aqui, el sistema 0 mezcla constituida por
hidrocarburos pesados y fase liquida que se incrementa constantemente, forma una
zona o capa limite entre la region de consistencia pastosa y el sensor, como se ilustra
en la Figura 15c, etapa en la cual se incrementa ain mas la viscosidad hasta alcanzar
los 50,2 °C, a cuya temperatura el sistema esta practicamente constituido por liquido,
quedando pequefias particulas de parafina suspendidas correspondientes a los grupos
de hidrocarburos mas pesados que componen la parafina, como se ilustra en la Figura
15d. Finalmente, el sistema adquiere el comportamiento de un liquido donde las
particulas solidas remanentes en la suspension contintan fundiendo, mostrando el
comportamiento descrito en la curva la viscosidad en el intervalo de 50,2-55 °C,
donde la pendiente negativa sigue disminuyendo progresivamente hasta el punto en el
que toda la parafina se encuentra totalmente fundida (55-64 °C) y la viscosidad baja

significativamente a valores menores a 1 Pa-s.
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Fig. 15 - Fases que experimenta la parafina a medida que se incrementa la temperatura durante un
ensayo de viscosidad en funcion de la temperatura: (a) Particulas s6lidas compactadas entre
el sensor y la base, (b) Formacion de pelicula de parafina fundida que se encuentra en
contacto directo con la superficie de la base, (¢) Las particulas comienzan a adquirir una
consistencia pastosa formando una pelicula de mayor espesor entre el sensor y la muestra,
(d) La parafina se encuentra casi totalmente fundida con pequefias particulas s6lidas
suspendidas en ella.

Debido a que las parafinas son mezclas de diferentes grupos de hidrocarburos éstas
no presentan un punto de fusion definido, sino un intervalo de fusion. Sin embargo,
en el presente trabajo se hara referencia al punto de fusion de las parafinas analizadas

como la temperatura a la cual toda la parafina se encuentre en estado liquido.

En el caso de la parafina Paraplast se observa que a una temperatura de 50,2 °C
presenta su valor maximo de viscosidad proxima a los 120.000 Pa-s, y una
temperatura o punto de fusion de 56,8 °C a la cual se tiene una viscosidad de 2,7 Pa-s,
alcanzando un valor minimo de 4,8-10° Pa-s a una temperatura maxima de ensayo de
63,5 °C.

51



CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la etapa de enfriamiento y/o solidificacion de la parafina (curva de color azul), se
observa que al disminuir la temperatura el material comienza a pasar de estado
liquido a estado solido, donde los primeros compuestos en cambiar de estado son los
hidrocarburos mas pesados, ya que estos poseen una mayor entalpia de fusion. Las
moléculas de éstos comienzan a reordenarse formando cristales, es decir, el material
empieza a cristalizar hasta que la parafina vuelve a su estado sélido. En la grafica
ampliada (b), se observa como la pendiente comienza a aumentar progresivamente
hasta que alcanza un maximo a una temperatura de 52,8 °C, la cual puede ser
considerada como temperatura de congelacion o solidificacion, seguidamente tiende a
disminuir, pero vuelve a alcanzar otro maximo en 52,4 °C. A partir de ésta
temperatura y hasta los 50,8 °C existe una zona de relativa estabilidad, debido
probablemente a la coexistencia e invariabilidad de las proporciones de solido y
liquido en ese rango. A temperaturas menores a los 50,8 °C el sélido empieza a
solidificar masivamente, razon por la cual la viscosidad se incrementa rapidamente.
Este comportamiento (incremento y disminucién de la viscosidad) del material a
temperaturas menores del punto de congelacion, se debe al rompimiento de la

estructura de la parafina causado por el movimiento del sensor.

De esta manera se toman éstos valores como parametros de referencia comparativos
al momento de realizar el producto que se ha considerado obtener en la presente
investigacion, debido a que dicha parafina es la que presenta mejores resultados
durante su aplicacion, siendo por ende la de mayor aceptacion en el mercado como

medio de inclusion.

V.2.1.2.- Parafina base alemana

En la Figura 16 se puede observar la grafica obtenida del ensayo de viscosidad en
funcién de la temperatura para la parafina base alemana. La curva de calentamiento
presenta cuatro segmentos, cada uno es debido a reacciones similares a las descritas
en el comportamiento experimentado por la parafina Paraplast. El primer segmento

comprendido entre 40-43,8 °C corresponde a la fusién de los hidrocarburos mas
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livianos y las particulas més pequefias que se encuentran en contacto directo con la
base del portamuestra. A medida que se incrementa la temperatura, éstos
componentes que se han fundido se mezclan con el aceite contenido en la parafina, el
proceso de fusién continua otorgando una consistencia mas pastosa al material y se

incrementa constantemente su viscosidad, etapa comprendida entre los 43,8-49,1 °C.
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Fig. 16 - Curva de n vs. T correspondiente a la parafina base alemana: (a) Ampliacion de la curva
de calentamiento en la region de los 56 °C, (b) Ampliacion de la curva de enfriamiento en
la regién de los 50 °C.

Seguidamente, la temperatura continda en aumento y los hidrocarburos de mayor
peso molecular comienzan a fundir hasta alcanzar un punto en que la parafina
comienza a comportarse como un liquido, comportamiento descrito en la curva entre
49,1 y 56,2 °C, momento en el cual la viscosidad comienza a disminuir debido a la
fusién de la mayoria de los componentes, hasta que la parafina alcanza su punto de
fusion y todo el material se encuentra en estado liquido (56,2-64 °C). La temperatura
de fusion que presenta esta parafina es de 56,2 °C la cual resulta ligeramente menor a
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la obtenida para la Paraplast, a esta temperatura se tiene una viscosidad de 3,4 Pa:s.
Sin embargo, se observa que presenta valores maximos de viscosidad un poco mas
elevados, alrededor de los 170.000 Pa-s para una temperatura de 49,1 °C. Por otra
parte, presenta valores de viscosidad alrededor de los 4,5-10° Pa-s cuando se
encuentra a un temperatura maxima de ensayo de 63,5 °C. Durante el enfriamiento se
observa que el primer maximo, es decir, el punto de solidificacion ocurre a los 52,9
°C, similar al obtenido para la parafina Paraplast. A partir de ésta temperatura y hasta
los 50 °C aproximadamente se observa la zona de estabilidad relativa en la etapa de
solidificacion de la parafina, hasta que el material comienza a solidificar rapidamente
y la viscosidad se eleva significativamente, sin embargo la fuerza ejercida por el
sensor rompe nuevamente la estructura formada y la viscosidad cae drasticamente
debido a la ruptura ocasionada, este evento se puede observar en la curva a la
temperatura de 48 °C. Estos resultados obtenidos indican que esta parafina puede ser

seleccionada como materia prima para la elaboracion del producto final.

V.2.1.3.- Parafina Parabiotest

El resultado del ensayo de viscosidad en funcion de la temperatura practicado a esta
parafina se puede observar en la Figura 17. El caso de la parafina Parabiotest, la cual
es procesada en el pais, es muy similar al presenciado por la parafina base alemana.
La curva de calentamiento presenta cuatro segmentos, donde los dos primeros
corresponden a la etapa de fusién de los hidrocarburos de menor y mayor peso
molecular respectivamente, y los dos ultimos corresponden a la fusién de
hidrocarburos méas pesados, donde el sistema incrementa constantemente la
proporcion de liquido hasta la temperatura de fusion resultante (56,8 °C), a la cual la
viscosidad es de 5,9 Pa-s. A su vez, presenta una viscosidad maxima de 200.000 Pa-s
a una temperatura de 50,1 °C, y una minima de 3,8-10° Pa-s a una temperatura
maxima de ensayo de 63,3 °C. La curva de enfriamiento muestra que el primer punto
de ruptura, el cual representa el punto de solidificacion, ocurre a una temperatura de
51,9 °C, un valor menor en comparacion con las dos parafinas anteriormente

analizadas. Seguidamente se observa el siguiente punto de ruptura a una temperatura
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proxima a los 51 °C, donde la viscosidad decrece hasta una temperatura cercana a los

48 °C y se incrementa nuevamente debido a la solidificacién de la parafina.
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Fig. 17 - Curva de n vs. T correspondiente a la parafina Parabiotest: (a) Ampliacién de la curva de
calentamiento en la region de los 56 °C, (b) Ampliacion de la curva de enfriamiento en la
region de los 50 °C.

V.2.1.4.- Parafina HPS

La parafina de procedencia china presenta un comportamiento muy diferente a los
observados con anterioridad, aunque las reacciones que ocurren durante el ensayo son
similares. La Figura 18 corresponde a la grafica obtenida del ensayo reoldgico de esta
parafina, en la misma se pueden observar cinco diferentes segmentos bien definidos

durante el calentamiento.

El primer segmento, comprendido entre 40-41,6 °C, corresponde a la fusién de las
particulas de parafina de menor tamafio y de los hidrocarburos de menor peso
molecular, temperatura a la cual se alcanza el valor maximo de viscosidad de 275.000

Pa-s. Seguidamente se tiene el segundo segmento entre 41,6-47,7 °C, en el cual la
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viscosidad disminuye significativamente lo cual indica que la porcion de material
proxima a la superficie del sensor fundié rapidamente debido al incremento de
temperatura. EI proceso descrito continta hasta los 47,7 °C, donde estos componentes
que se encuentran en estado liquido comienzan a entremezclarse con los componentes
de mayores pesos moleculares que alin permanecen en estado sélido, razén por la
cual en el tercer segmento de la curva se forma una mezcla de consistencia pastosa y
la viscosidad comienza a aumentar nuevamente debido a la adherencia del material a
las superficies del sensor y de la base portamuestra como se ilustra la Figura 15c, sin
embargo, ésta decrece finalmente en el penultimo segmento de la curva (53,4-59,4
°C), hasta que todo el material se encuentra practicamente en fase liquida,

comportamiento que describe la curva entre los 59,4 y 64,2 °C.
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Fig. 18 - Curva de n vs. T correspondiente a la parafina HPS: (a) Ampliaciéon de la curva de
calentamiento en la regién de los 60 °C, (b) Ampliacién de la curva de enfriamiento
en la region de los 55 °C.

Esta parafina presentd una temperatura de fusion 59,4 °C a la cual posee una

viscosidad de 1,7 Pa-s, presentando un valor minimo de viscosidad de 4,7-10° Pa-s a
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una temperatura de ensayo maxima de 64,2 °C. Por otra parte, en la curva de
enfriamiento se observa un primer punto de ruptura a los 54,4 °C, temperatura
correspondiente a su punto de solidificacion. Hasta la temperatura de fusion esta
parafina presenta valores mas altos de viscosidad en comparacion con las analizadas
previamente, sin embargo, se observa que presenta valores de viscosidad inferiores a
la referencia cuando se encuentra en su punto de fusion, menor adn al presentado por
la Paraplast. Por otra parte, la desventaja de la misma yace en que funde a una
temperatura un poco mayor de la parafina de referencia, no obstante, esto no excluye
a esta parafina para ser seleccionada como materia prima para la elaboracién del
producto final, ya que posiblemente se pueda disminuir esta temperatura mediante el

empleo de un aditivo.

V.2.1.5.- Parafina D-2395

Los resultados obtenidos del ensayo de viscosidad en funcion de la temperatura para
la parafina de uso histoldgico D-2395 de procedencia mexicana, se muestran en la
Figura 19. Se puede observar que esta parafina presenta un comportamiento bastante
similar al presentado por la parafina HPS, sin embargo, aunque coinciden en el valor
de su temperatura de fusion los valores obtenidos de viscosidad son muy diferentes.
Al calentar, esta parafina presenta una viscosidad maxima de 200.000 Pa-s a una
temperatura de 42,3 °C y una temperatura de fusion de 59,1 °C, a la cual la viscosidad
es de 2,17 Pa-s, y a una temperatura maxima de ensayo de 63,9 °C la viscosidad se
reduce a unos 5,5-10° Pa-s. En la curva de enfriamiento se observa que la
temperatura de solidificacion es de 55,6 °C, evidenciandose un fuerte incremento de
la viscosidad seguido de multiples rupturas de la estructura de la parafina a medida
que se solidifica debido al movimiento del sensor. Esta tendencia indica que en este
material se promueve una fuerza de cohesion muy significativa entre las moléculas de
los hidrocarburos que componen esta parafina, y por lo tanto presenta una menor
tendencia a la fragilidad. Desde este punto de vista, estos resultados favorecen la

aplicacion de esta parafina en los ensayos histoldgicos, sin embargo, su elevada
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temperatura de fusion puede afectar los tejidos muestra sometiéndolos a mayores

cargas de calorificas y posiblemente perjudicando sus posteriores diagndsticos.
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Fig. 19 - Curva de n vs. T correspondiente a la parafina D-2395: (a) Ampliacion de la curva de
calentamiento y enfriamiento en la regién de los 60 y 55 °C respectivamente.

V.2.1.6.- Parafina para velas

En la Figura 20 se presenta la grafica que muestra los resultados obtenidos del ensayo
de viscosidad en funcion de la temperatura practicado a una parafina comun, es decir,
una parafina que no ha sido sometida a un proceso de refinacién riguroso como las

estudiadas anteriormente, y que cominmente es empleada en la fabricacion de velas.

Se nota claramente que durante el calentamiento esta parafina presenta el mismo
comportamiento que la parafina de procedencia china y la mexicana D-2395. El
primer segmento de la curva de calentamiento muestra que la mayor viscosidad que
presenta esta parafina es a una temperatura de 42,2 °C con un valor aproximado de

190.000 Pa-s. Seguidamente, en el segundo segmento se observa como la viscosidad
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desciende significativamente hasta una temperatura de 47,9 °C debido al efecto del
incremento de la temperatura sobre el sistema sélido/liquido que permite la fusion de
los hidrocarburos livianos. Luego, la mezcla de consistencia pastosa formada por los
hidrocarburos ya fundidos junto con el aceite contenido en la parafina y los otros
componentes proximos a fundir incrementan nuevamente la viscosidad, lo que
corresponde a la etapa comprendida entre 47,9 y 53,1 °C, hasta que la proporcion
liquida en la muestra supera significativamente la proporcion de soélidos (53,1-59,2
°C). Finalmente, la parafina alcanza su temperatura de fusion de 59,2 °C con un valor
de viscosidad de 7,9 Pa-s, mientras que a la maxima temperatura en el ensayo (63,9
°C) se tiene una viscosidad de 4,6-10° Pa:s.
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Fig. 20 - Curva de n vs. T correspondiente a la parafina para velas: (a) Ampliacioén de la curva de
calentamiento en la region de los 60 °C, (b) Ampliacion de la curva de enfriamiento
en la region de los 55 °C.

Esta parafina presenta un punto de congelacion a los 55,1 °C, el cual puede

observarse en el primer punto de ruptura en la curva de enfriamiento, donde las
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estrechas zonas de relativa estabilidad y consecutivos rompimientos en la estructura
de la parafina indican la rapidez de solidificacion que posee la misma.
Indudablemente que debido al bajo grado de refinacion que posee esta parafina y a su
elevado contenido de aceite, la misma no se considera como materia prima para la

elaboracion del producto final que de desea obtener en esta investigacion.

V.2.1.7.- Parafina Microcristalina

En la grafica que se muestra en la Figura 21 se observa el comportamiento de una
parafina de tipo microcristalina. Los resultados obtenidos permiten apreciar
claramente las diferencias de ésta parafina con las analizadas previamente. Este
material presenta una viscosidad maxima superior a los 5.000.000 Pa-s a una
temperatura de 44 °C, una temperatura de fusion de 75 °C y una viscosidad de 7 Pa-s
a dicha temperatura, y de 9-10° Pa-s a la temperatura maxima de ensayo de 80,1°C,

mostrando un punto de congelacion a los 67,8 °C.
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Fig. 21 - Curva de n vs. T correspondiente a la parafina Microcristalina: (a) Ampliacion de la curva de
calentamiento y enfriamiento en la region de los 75 y 67 °C respectivamente.
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Estas caracteristicas influyen negativamente en su aplicacion para los ensayos
histoldgicos, ya que una mayor temperatura de fusion implica someter a la muestra de
tejido a mayores temperaturas, 1o que acelera el proceso de degradacion del mismo.
Por otra parte, mientras mayor sea la viscosidad del medio de inclusién menor serd la
capacidad de éste para infiltrarse en el tejido, obteniendo como resultado una
inclusién deficiente, lo que produce mayores dificultades al realizar cortes limpios y
rapidos (Univ. de Vigo, 2011).

También se observa, que a diferencia de la mayoria de las otras parafinas analizadas,
la curva de enfriamiento en esta parafina continla ascendiendo a medida que
transcurre el enfriamiento a pesar del movimiento del sensor, esto debido a que la
fuerza intermolecular entre los compuestos de esta parafina es mayor a la
experimentada por las otras estudiadas, consecuentemente esto se traduce en una
parafina mas consistente y menos fragil, sugiriendo una alta pureza y una escasa
presencia de aceites, caracteristicas importantes en las mezclas parafinicas para
inclusién de tejidos, lo cual permite considerarla como posible material para los fines

de este trabajo.

V.2.1.8.- Parafina GLP-5

La gréfica que describe el comportamiento del ensayo de viscosidad en funcion de la
temperatura practicado a la parafina de procedencia mexicana GLP-5 se muestra en la
Figura 22. Se puede observar que el resultado obtenido presenta una tendencia similar
mostrada por las parafinas HPS y Microcristalina, por lo tanto las causas dicho
comportamiento son analogas a las de estas parafinas. Sin embargo, los altos valores
de viscosidad observados probablemente se deban a la presencia de parafina
microcristalina. En este caso, la temperatura de fusion es de 59,5 °C, a la cual la
viscosidad alcanza un valor de 11,7 Pa-s. El valor maximo de viscosidad se encuentra
alrededor de los 580.000 Pa-s a una temperatura de 41,3 °C, y un valor minimo de y
4,5-10° Pa-s para un temperatura maxima de ensayo de 64 °C, con un punto de

congelacion de 55,8 °C.
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Fig. 22 - Curva de n vs. T correspondiente a la parafina GLP-5: (a) Ampliacién de la curva de
calentamiento en la regién de los 60 °C, (b) Ampliacion de la curva de enfriamiento
en la region de los 55 °C.

Estos resultados se desvian significativamente de los obtenidos para el material de
referencia, por lo tanto, este material no presenta caracteristicas adecuadas como
materia prima para ser empleada en la elaboracion del producto que se quiere obtener

en la presente investigacion.

V.2.1.9.- Parafina Histowax

La grafica de la Figura 23 describe el comportamiento que presenta la parafina
Histowax de procedencia mexicana. Esta parafina también es empleada en el campo
de la histologia como medio de inclusion. En la misma se pueden notar dos
caracteristicas resaltantes, como lo son la alta viscosidad y el alto punto de fusion que
presenta esta parafina, lo cual indica que probablemente haya sido formulada con una
elevada proporcion de parafina microcristalina. Se observa como los valores de
viscosidad exceden los 1.000.000 Pa-s para una temperatura de 44,3 °C, y alcanza su

punto de fusién a los 63,5 °C a la cual presenta una viscosidad de 64,2 Pa-s, y de
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45,5-102 Pa-s cuando se encuentra a una temperatura maxima de ensayo de 65,1 °C.
Durante el enfriamiento se observa que presenta un punto de congelacion de 56 °C,
donde el rapido incremento de la viscosidad es significativo, y sugiere una fuerte

cohesion y por tanto compactacion, entre las moléculas de sus constituyentes al

solidificar.
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Fig. 23 - Curva de n vs. T correspondiente a la parafina Histowax: (a) Ampliacién de la curva de
calentamiento en la region de los 65 °C, (b) Ampliacion de la curva de enfriamiento
en la region de los 55 °C.

Debido a la diferencia significativa que presentan los valores de viscosidad y
temperatura de fusién en comparacion con la parafina Paraplast, no se tomara como
material de referencia a pesar de ser empleada como medio de inclusion, asi como
tampoco se considerara inicialmente al momento de elaborar el producto final que se

desea obtener en el presente trabajo.

Finalmente, y con fines comparativos, en la Figura 24 se muestran las graficas

correspondientes a todas las parafinas analizadas. De esta manera, se puede observar
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con mayor facilidad la diferencia de comportamiento que presenta cada una,

principalmente respecto a sus viscosidades y puntos de fusion.
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Fig. 24 - Curvas de n vs. T de todas las parafinas estudiadas. Nétese que la parafina microcristalina
no se encuentra dentro de la regién ampliada de la grafica debido a la elevada temperatura
de fusidn que presenté mediante esta técnica.

De manera resumida, en la Tabla 5 se muestran las temperaturas de fusion,
solidificacién y la diferencia entre éstas, asi como las temperaturas experimentales
méaximas de ensayo. La diferencia entre las temperaturas de fusion y solidificacién es
de considerable importancia, ya que aporta informacion acerca de los parametros de
trabajo y control de temperatura que se deben establecer al momento de disefiar el
mecanismo que permitird obtener los pellets de la parafina a elaborar. En la Tabla 5
también se puede observar que, a excepcion de la parafina microcristalina, la
temperatura maxima de ensayo no excede los 65 °C, ya que en la practica diaria de
los ensayos histologicos no se debe superar esta temperatura, protegiendo de esta

manera los tejidos de calor excesivo.
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Tabla 5 - Temperaturas de fusién, solidificacion y maximas de ensayo de las parafinas estudiadas
por medio de AR.

Parafina Tf (OC) Ts (OC) (Tf'Ts) (OC) Tméx. ens. (OC)
Paraplast 56,8 52,8 4,0 63,5
Base alemana 56,2 52,9 3,3 63,4
Parabiotest 56,8 51,9 49 63,3
HPS 59,4 54,4 4,6 64,1
D-2395 59,1 55,6 3,5 63,9
Parafina Vela 59,2 55,1 4,1 63,9
Microcristalina 75,0 67,8 7,2 80,1
GLP-5 59,5 55,8 3,7 63,9
Histowax 63,5 56,0 7,5 65,1

En la Tabla 6 se muestran de manera concisa los valores de las viscosidades que
presentaron las parafinas durante los ensayos reoldgicos. Valores muy altos de
viscosidad afectan negativamente el proceso de embuticién del tejido, ya que menor
sera la capacidad o facilidad que tendra la parafina de poder difundir en el mismo, por
lo tanto, es necesario tomar en cuenta los valores que presentan estas parafinas al

momento de elaborar el producto deseado.

Tabla 6 - Viscosidades a diferentes temperaturas de las parafinas estudiadas.

Parafina Viscosidad maxima Viscosidad a Visc. a T max

aprox. (Pa-s) Tt (Pa-s) ensayo (Pa-s)
Paraplast 120.000 2,7 0,0050
Base alemana 170.000 3,4 0,0047
Parabiotest 200.000 5,9 0,0038
HPS 275.000 1,7 0,0047
D-2395 195.000 1,6 0,0055
Parafina Vela 190.000 4,9 0,0046
Microcristalina +5.000.000 7,2 0,0087
GLP-5 570.000 13,6 0,0045
Histowax 1.090.000 64,2 0,0455
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V.2.2.- Analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido

En esta seccion se presentan los termogramas obtenidos de los ensayos por
calorimetria diferencial de barrido practicados a cada muestra de parafinas segun las

condiciones indicadas en la metodologia experimental.

V.2.2.1.- Parafina Paraplast

La Figura 25 corresponde al termograma obtenido del andlisis por calorimetria
diferencial de barrido realizado a la parafina Paraplast. En el mismo se pueden
observar cuatro curvas, las cuales corresponden a los dos ciclos continuos de

calentamiento-enfriamiento.
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Fig. 25 - DSC de la parafina Paraplast: (a) Volumen y area de contacto de la muestra de parafina/
crisol (particulas sélidas compactadas) durante el primer calentamiento, (b) Volumen y
area de contacto de la muestra de parafina fundida/crisol, (c) Volumen y area de
contacto de la muestra de parafina s6lida/crisol durante el segundo calentamiento.
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En ensayos de DSC/ATG la muestra es colocada en pequefios crisoles. Para obtener
una curva aceptable, es decir, con picos bien definidos, es necesario que el area de
transferencia de calor entre el crisol y la muestra sea 6ptima, lo cual ocurre cuando la
muestra se encuentra en contacto con toda la superficie del crisol, condicion que se
cumple para muestras liquidas, ya que los liquidos siempre adoptan la forma del
volumen del recipiente que los contiene y por ende no existen espacios vacios entre la
muestra y el crisol; sin embargo, en muestras solidas esto no siempre es posible.
Dependiendo de la muestra, a veces es necesario compactar la misma en el crisol para
obtener la mayor superficie de contacto posible, empleando para ello un instrumento

similar a un pilén.

En la Figura 26 se presenta un esquema que simula un corte longitudinal de un crisol
con una carga de parafina, donde las particulas han sido compactadas antes de

comenzar el ensayo.

Orificio para salida de gases

f

Tapa del crisol

v

Zona en contacto

parafina/crisol Espacios vacios

v

Zona sin contacto
parafina/crisol H » Particulas de parafina

]

Fig. 26 - Crisol/portamuestra de un ensayo de DSC/ATG
con carga de parafina sdlida compactada.

Como en la muestra no todas las particulas de parafina sélida poseen el mismo
tamafio, a medida que se incrementa la temperatura las mas pequefias se funden
primero, generdndose una mezcla sélido-liquido-aire; la condicién descrita explica la
razon de la forma de la curva del primer calentamiento y especificamente del pico

endotérmico entre los 30-44 °C. Sin embargo, en la curva correspondiente al segundo
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calentamiento no se observa la absorcion de calor en el intervalo de temperatura
sefialado, también se puede observar que el pico de mayor tamafio posee una mayor
definicion que el obtenido en el primer calentamiento. Ambos comportamientos son
consecuencia de las diferencias de areas de contacto entre el crisol y la muestra en
cada ciclo. Dependiendo del tipo de material de la muestra, al compactarla pueden
quedar espacios vacios entre las particulas de la misma y el crisol, donde el aire
contenido en ellos actla como aislante, impidiendo una efectiva transferencia de calor
y afectando negativamente la lectura de datos del equipo. Una vez que la parafina se
encuentra en estado liquido, el aire se separa y sale de la muestra fundida y los
espacios vacios desaparecen, asi, el material entra en contacto intimo con toda la
superficie del crisol y el area de transferencia de calor se vuelve maxima y efectiva,
razon por la cual las curvas de calentamiento después de los 63 °C, al igual que las

curvas de enfriamiento, presentan una mayor definicion y se superponen.

Esta situacion se representa en la Figura 27, en la cual se ilustra la forma como se
supone que la parafina fundida ocupa todos los espacios y estd en contacto directo

con la superficie del crisol y en toda su extension.

Aire

Parafina fundida

Fig. 27 - Crisol/portamuestra de un ensayo de DSC/ATG
con carga de parafina sin espacios vacios.

Es debido a esta condicion que la curva de calentamiento correspondiente al segundo
ciclo es mas definida y uniforme que la primera. En consecuencia, el pico entre 30-45

°C no aparece, y el pico de mayor tamafio ahora se encuentra mas definido.
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Por otra parte, por medio de estos ensayos también se pueden determinar otras dos
propiedades fisicas importantes como lo son las temperaturas y entalpias de fusion y
solidificacion. El valor de estos parametros se puede obtener manualmente mediante
el método tangencial, donde el punto de corte corresponde a la temperatura de
fusion/solidificacion, y por aproximacion de area para calcular el area bajo la curva
del pico que determina los valores de las respectivas entalpias, como se ilustra en la

Figura 25, o bien mediante el software del equipo, utilizado en este caso.

Consecuentemente, si los calculos de entalpia y punto de fusién se realizan en base a
la curva del primer calentamiento la temperatura de fusion resultaria 54 °C con una
entalpia de 0,13 kJ/kg-K, mientras que realizando los célculos en base a la segunda
curva de calentamiento (la que se encuentra mas definida), se obtiene que la entalpia
de fusion de la parafina es de 0,48 kJ/kg-K, y la temperatura de fusion resulta 56,6 °C,
valor que coincide con la obtenida en el ensayo de viscosidad en funcion de la
temperatura, observandose una diferencia de 0,02 °C con una desviacion del 0,36 %
aproximadamente entre ambas técnicas, la cual es consecuencia de la diferencia de
area de contacto entre el portamuestra y el material. De igual manera, se obtuvo que
la temperatura de congelacion de esta parafina resultdo de 51,8 °C, valor similar al
obtenido mediante el ensayo reolégico (52,8 °C), observandose una diferencia de 1 °C
con una desviacion proxima al 2 %. Asi, se puede precisar que el comportamiento
térmico de la parafina debe ser analizado a partir de la curva correspondiente al
segundo ciclo, lo que constituye otra razén por la cual deben realizarse dos ciclos

continuos de calentamiento-enfriamiento.

V.2.2.2.- Parafina base alemana

El termograma obtenido como resultado del ensayo de DSC realizado a la parafina
base alemana se muestra en la Figura 28. En la misma, al igual que en la parafina
Paraplast, también se observan cuatro curvas, dos inferiores y dos superiores que
describen el comportamiento endotérmico al calentar, y exotérmico al enfriar. En la

grafica se observa que la curva inferior correspondiente al segundo calentamiento
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muestra un pico muy prominente entre los 45-62 °C, alcanzando una entalpia de
fusién de 0,16 kJ/kg-K y una temperatura de fusién de 56,7 °C, mientras que al
enfriar la temperatura de solidificacion es de 52 °C. Los valores de temperatura de
fusion y solidificacion resultan muy similares a los obtenidos para la parafina
Paraplast, sin embargo, posee un valor de entalpia significativamente inferior. Estas
diferencias resultan una ventaja al momento de elaborar el producto final, ya que
mientras menor sea el calor especifico menor sera el calor a suministrar al material

para cambiar de estado (Incropera, 1999).
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Fig. 28 - DSC de la parafina base alemana.

Por otra parte, se observa que dichos picos se encuentran méas definidos que los de la
parafina Paraplast, lo cual sugiere que se encuentra compuesta en mayor proporcion
por hidrocarburos C26, segun la Tabla 1. En el DSC obtenido para esta parafina base,

se puede observar que existe un leve seno en la curva de calentamiento en el intervalo
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de 33-44 °C. En principio, esto es el resultado de la fusion de hidrocarburos menores
que presentan bajos punto de fusion. De igual manera se observa una convexidad en
el mismo intervalo en la curva de enfriamiento, lo cual corresponde a la solidificacion

de dichos grupos de hidrocarburos.

V.2.2.3.- Parafina Parabiotest

La parafina de produccion nacional presenta un comportamiento similar a las
parafinas Paraplast y Base alemana, como se puede observar en la Figura 29. El pico
mas pronunciado al calentar se observa entre los 47 y 63 °C, presentando un maximo
a los 56,8 °C, valor que corresponde a la temperatura de fusion, con un valor de
entalpia de 1,14 kJ/kg-K. Al enfriar se nota un pico exotérmico entre 55 y 42 °C,

presentando un maximo a los 51,4 °C el cual corresponde a la temperatura de

solidificacion.
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Fig. 29 - DSC de la parafina Parabiotest.
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En esta gréafica se puede observar una leve depresion en la curva entre los 35-46 °C,
lo cual indica la fusion de posibles hidrocarburos de menor peso molecular, es decir,
hidrocarburos mas livianos (entre Ci9 ¥ Cy) que forman parte de la parafina,
ocurriendo lo contrario durante el enfriamiento en el mismo intervalo de temperatura,
esto debido a la fusion y solidificacion de los hidrocarburos mas livianos que forman
parte de la parafina. Vale destacar que si bien los diferentes parametros presentan
valores proximos a la Paraplast, sus caracteristicas y comportamiento para embuticion

distan de la referencia, segtin opinan los histotecnélogos.

V.2.2.4.- Parafina HPS

El resultado obtenido del ensayo de DSC para la parafina de procedencia china,

puede observarse en la Figura 30.
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Fig. 30 - DSC de la parafina HPS.
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Al igual que la parafina base alemana y la Parabiotest, se observa la fusion de
hidrocarburos mas livianos, lo cual se evidencia con el leve cambio de pendiente
previo al pico endotérmico principal, es decir, entre los 35-46 °C, reflejandose lo
contrario en la curva de enfriamiento en el mismo intervalo de temperatura cuando
éstos solidifican. Los resultados obtenidos indican que esta parafina posee una
temperatura de fusion de 59,6 °C, con un valor de entalpia de fusién de 0,76 kJ/kg-K,
y una temperatura de solidificacion de 54,6 °C. Debido a su mayor punto de fusion,

esta parafina no se considera adecuada para la elaboracién del producto principal.

V.2.2.5.- Parafina D-2395

El comportamiento que presenta esta parafina se puede observar en la grafica
mostrada en la Figura 31. Similar a la Parabiotest y Base alemana, en esta parafina
existe la presencia de hidrocarburos livianos, los cuales funden y solidifican en el

intervalo de 35-46 °C y 42-35 °C respectivamente.

14 1
E ler Calentamiento
1,2 E- —— ler Enfriamiento
] | = 2do Calentamiento
17 |

= 2do Enfriamiento

o
oo

I T T ']
T

o
SN

M R
T

Flujo de Calor (WI/g)
o
(o]

30 35 40 45 50 | 55

Temperatura (°C)

Fig. 31 - DSC de la parafina D-2395.
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La entalpia de fusion es de 1,09 kJ/kg-K, mientras que la temperatura de fusion es de
58 °C y la temperatura de solidificacién de 52,6 °C. Si bien estos valores se desvian
un poco de los determinados para la Paraplast, no impiden su seleccién para los fines
que se persiguen en este trabajo, ya que se encuentran dentro del rango permisible por

las normas en aplicaciones patolégicas.

V.2.2.6.- Parafina para Velas

En la grafica de la Figura 32 se puede observar el resultado obtenido del DSC de una
parafina tipica empleada cominmente para la fabricacion de velas. Esta parafina
presenta una entalpia de fusion de 0,27 kJ/kg-K, un valor bastante bajo en
comparacion con las deméas parafinas anteriormente analizadas, una temperatura de

fusién de 59,8 °C y un punto de congelacién de 55 °C.
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Fig. 32 - DSC de la parafina para velas.
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De igual manera, y similar a las otras parafinas estudiadas, se observa un leve cambio
de pendiente en los intervalos de 36-48 °C para el calentamiento y 45-35 °C para el
enfriamiento, lo cual en principio es producto de la fusién y solidificacion de
pequefios grupos de hidrocarburos de bajo peso molecular que cambian de estado en
estos intervalos de temperatura, generalmente compuestos que van desde Cig hasta
Cas.

V.2.2.7.- Parafina Microcristalina

En la Figura 33 se muestra el resultado del DSC de la parafina microcristalina. Al
igual que en los ensayos reoldgicos, esta parafina presenta un comportamiento muy
diferente a las parafinas anteriormente analizadas, con una temperatura de fusion de
61,7 °C y un valor de entalpia de fusion de 2,58 kJ/kg-K, mostrando un punto de

congelacion a los 58,3 °C.
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Fig. 33 - DSC de la parafina Microcristalina.
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La constante variacion de la pendiente a medida que se inicia el ensayo muestra que
la parafina se esta fundiendo constante y uniformemente a medida que transcurre el
calentamiento, lo cual a su vez indica que esta constituida por una mezcla homogénea
de hidrocarburos, entre C15 y Cpg principalmente. Por otra parte, se observa que las
curvas correspondientes al primer y segundo calentamiento se encuentran solapadas,
esta caracteristica esta asociada con el alto grado de penetracion que presenta esta
parafina, lo que se puede corroborar en la Tabla 4. La penetracion con aguja es una
técnica empleada para medir esta cualidad, ya que ésta puede tener un efecto
significativo sobre las otras propiedades fisicas del material. El valor que presenta la
parafina Microcristalina sugiere una mayor maleabilidad y por ende facilita la
compactacién del material en el crisol, eliminando los espacios vacios y obteniendo

una mayor superficie de contacto.

V.2.2.8.- Parafina GLP-5

En la Figura 34 se muestra el DSC obtenido de la parafina GLP-5. Claramente se
observan dos picos bien definidos, tanto en el calentamiento como en el enfriamiento.
Durante el calentamiento se observa un primer pico ubicado entre los 35-48 °C, este
refleja la presencia de hidrocarburos livianos que funden en este intervalo de
temperatura, principalmente hidrocarburos del tipo Cs;-52, mostrando un méximo a los
43,3 °C que corresponde a la temperatura de fusion y una entalpia de fusién de 0,23
kJ/kg-K. El segundo pico representa la fusion de los hidrocarburos mas pesados,
mayormente hidrocarburos C,7 segun la Tabla 1, con una entalpia de fusion de 4,83
kJ/kg-K y una temperatura de fusion de 59,5 °C. Seguidamente, en la curva de
enfriamiento se observan los dos picos exotérmicos correspondientes a la
solidificacién de estos grupos de hidrocarburos, mostrando el punto de congelacion a
una temperatura de 54,5 °C y 39,8 °C. Debido a su elevada entalpia y temperatura de
fusion, esta parafina no presenta caracteristicas adecuadas para ser considerada como
posible materia prima para la elaboracion del producto final, ya que se tiene a
disposicion otras parafinas que presentan valores de entalpia y temperaturas de fusién

mas adecuados.
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Fig. 34 - DSC de la parafina GLP-5.

V.2.2.9.- Parafina Histowax

El resultado obtenido del DSC realizado a la parafina de uso histologico Histowax, se
puede observar en la Figura 35. La irregular curva que describe el comportamiento de
esta parafina indica que posiblemente esté compuesta por una mezcla de varios tipos
de parafinas, también se observa claramente la presencia de hidrocarburos livianos,
comprendidos entre C13-Co; lo cual queda en evidencia durante el calentamiento en el
intervalo de 33-42 °C, y al enfriar en el intervalo de 38-33 °C. Esta parafina presenta
una entalpia de fusion de 1,75 kJ/kg-K y una temperatura de fusion de 56,0 °C,
mientras que la temperatura de solidificacién es de 50,3 °C, lo cual indica que
contiene cierta proporciéon de hidrocarburos que van desde Cys hasta Cy7, segun la
Tabla 1. La temperatura de fusién es similar a la determinada para la parafina
Paraplast, sin embargo posee un valor de entalpia 3,65 veces mayor al valor
determinado para ésta Ultima, lo cual indica que requiere una mayor carga energética

para poder cambiar su estado de solido a liquido, y por tanto se requiere mayor
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tiempo para fundirla. Desde el punto de vista de la temperatura de fusion se puede
decir que esta parafina es aceptable como medio de inclusion, sin embargo, los altos
valores de viscosidad que present6 durante los ensayos reoldgicos demuestran que no
es favorable para dichos fines, ya que ésta caracteristica desfavorece la difusion del

medio en el tejido, obteniendo con ellos inclusiones deficientes.

14 1
] ‘ ler Calentamiento
12 + : —— ler Enfriamiento
1 E_ ———2do Calentamiento

2do Enfriamiento

o
oo
Ll
T

Flujo de Calor (WI/g)
o
S

o
(o3}
L
T

o
N
I
T

-0,2 E_ |

04 bbb
30 35 40 45 50 55 | 60 65 70
50,3 56

Temperatura (°C)

Fig. 35 - DSC de la parafina Histowax.

En la Tabla 7 se reporta un resumen con las temperaturas de fusion, solidificacién y
la diferencia entre éstas, asi como las temperaturas maximas experimentadas durante
los ensayos de DSC. La diferencia de temperaturas de fusion y solidificacion resulta
de gran importancia al momento de disefiar el mecanismo que permitird obtener los
pellets de la parafina a elaborar, ya que aporta informacion acerca de los parametros
de control de temperatura que se deben establecer. En la misma, también se puede

observar que la temperatura maxima de los ensayos superan los 65 °C para los cuales
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estaban programados, mostrando 3 °C por encima de la establecida, lo cual se debe a

la diferencia en la sensibilidad a la inercia térmica que presentan ambos equipos.

Tabla 7 - Temperaturas de fusién, solidificacion y maxima de ensayo de las parafinas estudiadas
por medio de DSC.

Parafina T¢ (°C) T,(°C) (TeTs) °C)  Truax ens. (°C)
Paraplast 56,6 51,8 4.8 67,9
Base alemana 56,7 52,0 4,7 68,1
Parabiotest 56,8 51,4 5,4 67,9
HPS 59,6 54,6 5,0 67,9
D-2395 58,0 52,6 5,4 67,9
Parafina Vela 59,8 55,0 4,8 67,9
Microcristalina 61,7 58,3 3,4 80,0
GLP-5 59,5 54,5 5,0 67,9
Histowax 56,0 50,3 57 68,0

Mediante la calorimetria diferencial de barrido, también es posible obtener los valores
de las capacidades calorificas especificas (o bien, calores especificos) de las parafinas
estudiadas. Esta propiedad resulta de gran importancia, debido a que se encuentra
intimamente relacionada con la temperatura de fusion, ya que describe la facilidad o
dificultad que posee el material para experimentar cambios de temperatura cuando se
encuentra sometida a una fuente de calor. Los valores de las mismas se muestran de

manera resumida en la Tabla 8.

Tabla 8 - Calores especificos de las parafinas estudiadas obtenidos mediante
ensayos de DSC.

Parafina C, (kd/kg-K)
Paraplast 0,48
Base alemana 0,16
Parabiotest 1,14
HPS 0,76
D-2395 1,09
Parafina para velas 0,27
Microcristalina 2,58
GLP-5 4,83
Histowax 1,75
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Debido a la analogia entre los valores obtenidos para las temperaturas de fusion y
solidificacién mediante los analisis reoldgicos y calorimetria diferencial de barrido, y
que estas, a diferencia de los andlisis por DSC no son propiedades especificas
previstas a determinar mediante andlisis reoldgicos, en la Tabla 9 se presenta en
resumen los valores de estos pardmetros obtenidos por ambas técnicas, asi como la

desviacion presente entre ellos.

Tabla 9 - Desviacion entre las temperaturas de fusion y solidificacién de las parafinas estudiadas
mediante andlisis reoldgicos y calorimetria diferencial de barrido.

Parafina T por T por Desviacion* T, por Tspor  Desviacion*

AR (°C) DSC (°C) (%) AR (°C) DSC (°C) (%)
Paraplast 56,9 56,6 0,5 52,8 51,8 1,9
Base alemana 56,2 56,7 0,9 52,9 52,0 1,7
Parabiotest 56,8 56,8 0 51,9 51,4 1,0
HPS 59,7 59,6 0,2 54,4 54,6 0,4
D-2395 59,1 58,0 1,9 55,6 52,6 57
Parafina Velas 59,2 59,8 1,0 55,1 55,0 0,2
Microcristalina 75,0 61,7 21,6 67,5 58,3 13,6
GLP-5 60,4 59,5 15 55,8 54,5 2,4
Histowax 60,9 56,0 8,8 56,0 50,3 11,3

*Desviacion calculada respecto a los ensayos por calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Se puede observar que la desviacion que presentan los analisis reoldgicos respecto a
los realizados mediante DSC se encuentran dentro un margen de error aceptable,
exceptuando los resultados obtenidos para la parafina Microcristalina principalmente.
Esta diferencia significativa que presentd esta parafina puede deberse a la alta
viscosidad, consistencia y textura adherente que presenta la misma, las cuales son
caracteristicas que dificultan en gran medida el ensayo reoldgico y por ende, afecta de
manera directa la lectura de datos por el equipo. Por otra parte, los analisis realizados
a las otras parafinas si mostraron resultados muy precisos, donde la desviacion
alcanza escasamente el 2 %, a excepcion de la parafina Histowax la cual presentd una
desviacion promedio del 10 %. Estos resultados sugieren que los analisis reologicos
son una técnica fiable para determinar puntos de fusion y congelacion como técnica

alternativa a los DSC.
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V.2.3.- Analisis Termogravimétricos (ATG)

Mediante la técnica de ATG se estudia la variacion de la masa cuando la muestra se
encuentra sometida a un ciclo térmico. En la Figura 36 se presentan de forma
resumida los resultados de los analisis termogravimétricos que se realizaron a las
parafinas estudiadas en la presente investigacion, las cuales fueron sometidas a dos
ciclos continuos de calentamiento-enfriamiento, ya que éstos analisis se realizan
simultaneamente con los DSC. Se puede observar claramente que no existe pérdida
de masa alguna cuando el material es sometido a un ciclo térmico repetitivo, por lo
que en lugar de curvas se obtienen practicamente lineas rectas. Por lo tanto, se puede
afirmar que no existe pérdida de ningin componente volatil que pueda modificar las
propiedades de las parafinas cuando éstas se calientan hasta temperaturas de 68 °C.
Estos resultados demuestran que los técnicos histolégicos tienen una concepcion

equivocada en este sentido.
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Fig. 36 — ATGs de las parafinas analizadas.
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V.2.4.- Analisis por espectroscopia infrarroja (IR)

Las moléculas organicas, en este caso de la parafina, absorben la radiacion infrarroja
con frecuencias menores a 100 cm™ y la convierten en energia de rotacién molecular.
Esta absorcion puede ser cuantificada, asi, un espectro de rotacion molecular consiste
en un conjunto de lineas discretas. Estas moléculas organicas también absorben
radiacién infrarroja en un rango de 10000-100 cm™ y la convierten en energia de
vibracion molecular, la cual también puede ser cuantificada, pero el espectro de
vibracion aparece como bandas y no como lineas, esto es debido a que un simple
cambio de energia vibracional va acompafiado de varios cambios de energia
rotacional. Son estas bandas de energia vibracional-rotacional, particularmente las
que Se presentan entre 4000 cm™ y 666 cm™ las que son de interés en este caso. Las
frecuencias o longitudes de onda de absorcion dependen de la relativa masa de los
atomos, las constantes fuerzas de los enlaces y de la geometria que presenten dichos

atomos (Silverstein, 2005).

En la Figura 37 se pueden observar los espectros FTIR del primer grupo de las
parafinas estudiadas, las cuales fueron analizadas en forma de pelicula sobre celdas
de bromuro de potasio (KBr) como se describio en la metodologia experimental. En
la misma se observa claramente las tres regiones que presentan las respectivas

bandas, es decir, las zonas de alta, intermedia y baja frecuencia.

Los hidrocarburos saturados que contienen grupos metilos generalmente muestran
bandas en aproximadamente 2962 y 2872 cm™ (Silverstein, 2005). La zona de alta

frecuencia muestra picos en la regién comprendida entre 2955-2848 cm™.

En esta region, los picos que se encuentran alrededor de los 2955 cm™ se deben a la
absorcion que se origina por el alargamiento asimétrico de los enlaces C-H en los
grupos metilo (vasCHs), los cercanos a los 2916 cm™ son los referentes al
alargamiento asimétrico de los grupos metileno (v,sCH,) y los que se encuentran
cerca de los 2848 cm™ se refieren al estiramiento simétrico de los grupos metileno
(DSCHz).
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En la zona intermedia se observan picos entre los 1470-1370 cm™, los cuales
generalmente se encuentran relacionados con las vibraciones de flexién en el plano, o
tijereteo, de los enlaces C—H. Las bandas cercanas a los 1464 cm™ usualmente
representan las vibraciones de flexion simétrica de los grupos metileno (6sCHy),
mientras que las bandas cercanas a los 1375 cm™ se refieren las vibraciones de

flexion simétricas de los grupos metilo (6sCHs) (Silverstein, 2005).

Por Gltimo, en la zona de baja frecuencia se observan picos entre los 729-719 cm™.
Estas bandas resultan de las vibraciones de balanceo en el plano de los grupos
metileno (pCH,).

La Figura 38 muestra el espectro FTIR de la parafina tipica para velas. El resultado
de este ensayo se coloca aparte debido a que fue realizado empleando la técnica de

disco prensado segun las condiciones descritas en la metodologia experimental.
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Fig. 38 - Espectro FTIR de la parafina tipica para velas analizada mediante la técnica de disco
prensado.

De igual manera, se observan las bandas que aparecen en el intervalo de 2956-2848
cm™ en la zona de alta frecuencia, las cuales corresponden a los estiramientos

simétricos y asimétricos de los enlaces C—H de los grupos metilo y metileno. Asi
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como también las bandas en la zona intermedia, entre los 1470-1370 cm™
correspondientes al tijereteo de los enlaces C—H de dichos grupos, y las bandas
alrededor de los 720 cm™ referentes a las vibraciones de balanceo de los grupos
metileno. Sin embargo, se observa una diferencia respecto a los ensayos anteriores, la
aparicion de picos en torno a los 3500 y 1600 cm™, estos picos son producto de la
humedad adquirida en la muestra por medio de la técnica de discos prensados
(Silverstein, 2005).

De esta manera, las bandas de las parafinas entre los 2900, 1400 y 720 cm™
corresponden a las vibraciones de alargamiento o estiramiento (v), flexionamiento (J)
y balanceo (p) de los enlaces carbono-hidrégeno de los grupos metilo y metileno
(CHs, CHy).

Como se puede observar, segun los analisis realizados por espectroscopia infrarroja,
todas las parafinas estudiadas presentan los mismos grupos funcionales, lo que
sugiere que no existe la presencia de componentes contaminantes que puedan
perjudicar los tejidos durante el empleo de las mismas como medio de inclusién en

los ensayos histologicos.

V.3.- PRODUCTO FINAL Y OBTENCION DE PELLETS

En este apartado se presentan y describen las diferentes condiciones y parametros
bajo los cuales fue posible la elaboracion y obtencion del producto elaborado y los

pellets del mismo.

V.3.1.- Obtencion del producto final

Con el objetivo de seleccionar la materia prima mas adecuada para la elaboracion del
producto, en la Tabla 10 se presenta un cuadro comparativo entre las caracteristicas
que presentaron las parafinas estudiadas respecto a la Paraplast, donde las

caracteristicas marcadas con "v" corresponden a valores similares a la referencia.
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Tabla 10 - Cuadro comparativo para seleccion de la materia prima.

CARACTERISTICAS

PARAFINAS
T; (DSC) T (DSC) 1 Max. aprox. naTs Co
Base alemana 4 4 X v v
Parabiotest v v X X X
HPS X X X v v
D-2395 X v X v X
Parafina velas X X X X v
Microcristalina X X X X X
GLP-5 X X X X X
Histowax v v X X X

Asi, la mezcla parafinica elaborada y denominada producto final es una composicion
formulada con parafina base alemana, parafina microcristalina, histowax,
poliisobutileno (PIB) y etileno etilacrilato (E/EA). La parafina base de origen
alemana es el componente principal, o parafina macrocristalina base de dicha mezcla,
a partir de la cual se agregan las proporciones adecuadas de aditivos (microcristalina
y PIB) que otorgan caracteristicas especificas a la mezcla. Asi, se tiene que por cada
unidad de masa de parafina base se tendra 12 % en masa de parafina microcristalina,

3 % en masa de histowax, 3,5 % en volumen de PIB y 1 % en volumen de E/EA.

V.3.2.- Caracterizacién del producto final

En la Figura 39 se muestran las graficas obtenidas como resultado de un ensayo
reolégico de viscosidad en funcion de la temperatura para la parafina elaborada y
seleccionada como producto definitivo, junto con las otras parafinas de uso
histologico y la parafina Paraplast, la cual representa el material de referencia. Se
puede observar que en el intervalo de temperatura mas importante (T>50 °C) para el
proceso de inclusion, que tiene un comportamiento similar a la parafina Parabiotest,

sin embargo, sus valores de viscosidad y puntos de fusion son diferentes.
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Fig. 39 - Curva de n vs. T del Producto elaborado y de las parafinas de uso histol6gico. No6tese que la
parafina Histowax no se encuentra dentro de la regién ampliada de la gréafica debido a la
elevada temperatura de fusién.

Esta mezcla parafinica al ser calentada present6 una viscosidad maxima préxima a los
140.000 Pa-s a una temperatura de 47,9 °C, siendo el valor méas bajo después de la
Paraplast, con un punto de fusion de 55,6 °C a la cual la viscosidad alcanzé un valor
de 2,8 Pa-s, y a la temperatura maxima de ensayo de 63,2 °C se logra un valor
minimo de ésta de 4-10° Pa-s. Como puede observarse, la mezcla parafinica obtenida
presenta el punto de fusion mas bajo en comparacion con las otras parafinas de uso
histoldgico, asi como el valor mas bajo de todas las parafinas estudiadas en esta
investigacion, con més de 1 °C de diferencia respecto a la Paraplast, y una viscosidad
a la temperatura de fusion muy similar a ésta Ultima, con una diferencia de 0,1 Pa-s,
es decir, una desviacion de 3,7%, lo que indica que el producto elaborado tendra la
misma capacidad de difusién en el tejido que la parafina sefialada como el material de

referencia.
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De igual manera, en la Figura 40 se presenta la ampliacion de las curvas de
enfriamiento que presentd el producto elaborado en comparacion con las otras

parafinas de uso histoldgico que actualmente se comercializan en el mercado.
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Fig. 40 - Ampliacion de las curvas de enfriamiento de un ensayo de n vs. T del Producto elaborado y
de las parafinas de uso histologico.

En estas curvas de enfriamiento se puede observar que el punto de ruptura obtenido
para la mezcla parafinica elaborada, es decir, el punto de congelacién o solidificacion,
comienza a los 50,8 °C, aproximadamente 5 °C de diferencia con respecto a su
temperatura de fusion, lo cual representa una ventaja al momento de elaborar los
pellets de la misma, ya que si la diferencia entre estas temperaturas es muy estrecha
se dificultaria el control de temperatura en el sistema, pudiendo tener como

consecuencia la obstrucciéon del mismo.

Por otra parte, se observa que la curva de viscosidad en funcion de la temperatura del
producto elaborado en la etapa de calentamiento presenta una forma de domo muy
regular. Esto posiblemente se deba a la homogeneizacion lograda durante la mezcla,

ya que de existir una mezcla irregular se presentarian pequefios cimulos o clusters de
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cristales de parafina como se observa en la fotografia de la Figura 41, los cuales
afectarian negativamente la lectura de datos en el equipo, y el material presentaria un

comportamiento anisotropico.

Fig. 41 - Efecto de la agitacion en las parafinas: (a) Mezcla parafinica agitada en un tiempo de 5 min

a 600 rpm, (b) Mezcla parafinica agitada durante 10 min a 600 rpm, (c) Mezcla parafinica

agitada durante 25 min a 600 rpm.

Con la finalidad de corroborar la homogeneidad del producto final (Fig. 41c), se
realizaron dos ensayos de viscosidad en funcion de la temperatura bajo las mismas
condiciones de operacion sobre muestras diferentes de este material. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 42, donde se puede observar la misma tendencia
en el comportamiento de la mezcla parafinica en cada uno de los ensayos, lo cual
deber ser atribuido a la homogeneizacién lograda en la mezcla elaborada.
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Fig. 42 - Curvas de n vs. T correspondientes al producto elaborado: (a) Ampliacion de las curvas de

calentamiento en la region del punto de fusion, (b) Ampliacién de las curvas de enfriamiento
en la region de los 50 °C.

Asi, se observa que las condiciones de agitacion son determinantes para obtener un
producto homogéneo. Para lograr al resultado obtenido, se determind que la mezcla
se debe agitar por un periodo de 25 min a una velocidad de 600 rpm para un volumen
de mezcla aproximado de 500 mL a una temperatura maxima de 105 °C, para ayudar
a disolver los aditivos y evitar el deterioro de la parafina, la cual no debe ser

calentada a temperaturas superiores a los 140 °C (Freund, 1982).

Por otra parte, en la grafica de la Figura 43 se presenta el resultado obtenido de un
ensayo por calorimetria diferencial de barrido realizado a la mezcla parafinica
elaborada, observandose claramente los picos endotérmicos y exotérmicos

correspondientes a las etapas de calentamiento y enfriamiento respectivamente.
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Fig. 43 - DSC del Producto elaborado.

Mediante este ensayo se determind que esta composicion tiene una temperatura de
fusién de 55,8 °C, una entalpia de fusion de 0,37 kJ/kg-K 'y un punto de congelacion a
los 51,7 °C, valores que se encuentran por debajo de los correspondientes a la
parafina de referencia, lo cual representa una ventaja, ya que al fundir a una
temperatura mas baja el tejido muestra recibe una menor carga de calor disminuyendo
con ello el riesgo de deterioro del mismo y asegura un diagndstico preciso. Asi, la
Figura 44 muestra la grafica que describe el comportamiento de la parafina elaborada

y la Paraplast durante el segundo calentamiento.
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Fig. 44 - DSC del producto elaborado y de la parafina Paraplast.

Se observa como ambos comportamientos son muy similares, donde el resultado
obtenido de la composicién elaborada muestra un comportamiento mas aceptable en
comparacién con la parafina de Paraplast, ya que presenta tanto una temperatura de
fusién como un calor especifico menor, lo que se traduce en menos calor y menos
tiempo necesario para la fusion de la misma. Por tal motivo y con fines comparativos
en la Tabla 11 se presentan los resultados de los valores obtenidos para los diferentes
parametros tanto para la parafina Paraplast como para el producto final elaborado, asi
como la desviacion de los resultados obtenidos que éste presentd respecto al material

de referencia.
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Tabla 11 - Valores de diferentes pardmetros de las parafinas Paraplast y la elaborada como Producto
Final segln técnicas de AR y DSC.

Caracteristicas Paraplast  Producto Final — Desviacion™ (%)

T de fusién mediante AR (°C) 56,9 55,6 -2,3
T de fusion mediante DSC (°C) 56,6 55,8 -1,4
T de congelacién mediante AR (°C) 52,8 50,8 -3,9
T de congelacion mediante DSC (°C) 51,8 51,7 -0,2
Viscosidad max. aprox. (Pa:s) 120.000 140.000 16,7
Viscosidad a T de fusion (Pa-s) 2,7 2,8 3,7

Viscosidad a T max. de ensayo (Pa:s) 0,0050 0,0042 -19

C, (kJ/kg-K) 0,48 0,37 -29,7

*Desviacion calculada respecto al material de referencia.

Estas desviaciones negativas sefialan que los valores determinados de éstos
pardmetros se encuentran por debajo de los obtenidos para el material de referencia,
lo cual representa una ventaja ya que indica que el producto elaborado presenta

caracteristicas mas favorables para su aplicacion en los ensayos histoldgicos.

Por otra parte, en la Figura 45 se presenta el resultado del ensayo termogravimétrico
practicado al producto elaborado. En el mismo se observa claramente que no existe
variacion de la masa durante los dos ciclos continuos de calentamiento y enfriamiento
a los cuales fue sometida en este ensayo, comportamiento muy similar al presentado

por las parafinas estudiadas anteriormente.
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Fig. 45 - ATG del producto elaborado.
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El producto obtenido también fue analizado mediante la técnica de espectroscopia
infrarroja. En la Figura 46 se pueden observar los espectros FTIR del aditivo
polimérico PIB y el correspondiente al producto final, los cuales se realizaron
empleando la técnica de disco prensado segin las condiciones descritas en la
metodologia experimental. El ensayo practicado al PIB se realizd con el objetivo de
mostrar que es un aditivo compuesto por los mismos componentes que constituyen la
parafina, es decir, compuestos formados por elementos de carbono e hidrégeno, en
otras palabras, un hidrocarburo. Con esto se garantiza que la parafina no
experimentara ningin cambio quimico en su composicion que pueda perjudicar los

tejidos organicos a embutir o incluir.
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Fig. 46 - Espectros FTIR del Poliisobutileno (PIB) y del Producto Final elaborado (PF).

En ambos compuestos se puede observar la absorcion que se origina por el
alargamiento de los hidrocarburos alifaticos en la region de 3000-2840 cm™,
correspondientes al alargamiento asimétrico de los enlaces C—H en los grupos metilo

(vasCH3) (~2955 cm™), al alargamiento asimétrico de los grupos metileno (vasCHo)
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(~2920 cm™) y al estiramiento simétrico de los grupos metileno (»sCH.) alrededor de
los 2850 cm™. También se pueden observar las bandas de absorcién de tijereteo de los
enlaces C—H de los grupos metileno (5;CH,) alrededor de los 1464 cm™, asi como las
bandas referentes a las vibraciones de flexion simétricas de los grupos metilo (dsCHs)
cercanas a los 1375 cm™, sin embargo, la bandas caracteristicas de las vibraciones de
balanceo en el plano de los grupos metileno (»CHy), ubicadas alrededor de los 720
cm?, sélo aparecen para el aditivo polimérico. Por otra parte, se puede observar que
aparecen nuevamente las bandas cercanas a los 3448 y 1630 cm™, las cuales son el
resultado de humedad obtenida por la técnica de disco prensado, bajo las condiciones

de operacion descritas en la metodologia experimental.

V.3.3.- Elaboracion y Obtencion de pellets

Para obtener la parafina en forma de pellets se elabord un dispositivo a partir del
esquema mostrado en las Figuras 11 y 13, el cual, aunque bastante rudimentario,
permiti0 manipular y controlar un nimero de variables para lograr el objetivo
planteado. Asi, finalmente se establecié que para obtener pellets el dispositivo debe

tener las siguientes dimensiones y/o valores:

e Longitud de la cinta transportadora: 230 cm

e Material de la cinta transportadora: acetato

e Ancho de la cinta transportadora: 13 cm

e Material del sistema de carga, descarga y mantenimiento de la parafina: cobre

e Temperatura del aire frio: 16 °C

e Velocidad del motor que moviliza la cinta transportadora: 6 rpm

e Distancia de caida de la gota (desde las boquillas de descarga hasta la cinta
transportadora): ~ 1 cm

e Numero de boquillas de descarga: 6

e Diametro de las boquillas de descarga: 0,6 mm

e Temperatura de descarga de la parafina: 62 °C

e Intervalo de descarga entre gota y gota: 0,5 s
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CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Con fines referenciales, en la Figura 47 se presenta una fotografia donde se pueden
observar las diferentes presentaciones de las parafinas empleadas como medio de
inclusién disponibles en el mercado, asi como los tipos de presentacion obtenidos de

la parafina elaborada como producto final.

© W .
e ‘ . ~ ® Histowax

McCormick™ Paraplast

® o

Producto Final

Parabiotest

Fig. 47 - Tipos de presentacion de parafinas empleadas como medio de inclusién y el producto final.

V.3.4.- Pruebas clinicas con el material obtenido

Todas las mezclas parafinicas elaboradas en esta investigacion fueron probadas y
evaluadas por histotecnélogos en tres laboratorios reconocidos a nivel capital, sin
embargo, la mezcla parafinica seleccionada como producto final es la que presentd un

comportamiento y caracteristicas de mayor semejanza a la parafina de referencia.

Los resultados de las evaluaciones realizadas a la mezcla parafinica elaborada por los

técnicos puede ser observada en los Apéndices.
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CAPITULO VI CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este capitulo se presentan las conclusiones del presente trabajo, asi como las
sugerencias mas importantes a considerar en investigaciones futuras, para la

caracterizacion y preparacion de parafinas como medio de inclusion de tejidos.

VI1.1.- CONCLUSIONES

e EIl proceso de rayado, como método reductor de tamafio de la materia prima
para la realizacion de los ensayos reologicos, resultd mas favorable que la
técnica de cortado, ya que permite obtener particulas con tamafio y forma mas
adecuados y ademaés elimina de manera significativa los bordes puntiagudos
en las particulas del material que dificultan la lectura de datos en el equipo.

e EI comportamiento térmico de las parafinas mediante calorimetria diferencial
de barrido (DSC), debe observarse en el segundo ciclo de calentamiento-

enfriamiento debido a la mayor definicion que presenta la curva.

e La parafina base alemana presentd el menor calor especifico de acuerdo a los

ensayos mediante DSC.

e La desviacion de los resultados de temperaturas de fusion y congelacion
obtenidos mediante analisis reoldgicos (AR), respecto a los obtenidos por
calorimetria diferencial de barrido (DSC), se encuentran dentro de un margen
de error aceptable, por lo que ambas técnicas son fiables para determinar éstos

parametros.

e Los analisis termogravimétricos (ATG) demostraron que las parafinas no

presentaron ninguna variacion en la masa durante los dos ciclos continuos de
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CAPITULO VI CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

calentamiento-enfriamiento. Por lo tanto, no existe pérdida de componentes
volatiles que pueda afectar o modificar las propiedades de las parafinas

cuando éstas se calientan a temperaturas de hasta 68 °C.

e Los espectros IR demostraron que todas las parafinas estudiadas presentan los

mismos grupos funcionales, y por tanto sus constituyentes son semejantes.

e La parafina elaborada presentd un punto de fusidon y una capacidad calorifica
menores a los obtenidos para el material de referencia, lo que resulta una

ventaja para el procesamiento.

e EI ATG practicado al producto elaborado mostré que no existe pérdida de
masa alguna durante ciclos continuos de calentamiento-enfriamiento cuando

es calentado hasta 68 °C.

e Los espectros IR del aditivo polimérico PIB y del producto elaborado
demostraron que ambos materiales presentan los mismos grupos funcionales
que el material de referencia, al igual que las otras parafinas estudiadas, por lo
que el material elaborado puede ser usado para inclusién de tejidos sin temor a

causar alteraciones.

e Las condiciones de agitacion son fundamentales en la elaboracion de la
mezcla del producto elaborado, ya que garantiza la homogeneidad en todo su
volumen y por tanto el material obtenido tendrd un comportamiento

isotrépico.

e Se logré obtener pellets semejantes a los importados con las condiciones de

trabajo y el sistema disefiado.
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e Mediante ensayos por AR se determind que el primer punto de ruptura en la
curva de viscosidad en funcion de la temperatura en la etapa de enfriamiento
representa el punto de congelacion del material, los cuales coinciden con los

ensayos mediante DSC.

e Se logro obtener un producto con propiedades similares al material de
referencia, es decir, a la parafina de uso comercial, la cual fue evaluada in situ
en laboratorios histolégicos por técnicos patoldgicos de reconocida

trayectoria.

VI1.2.- RECOMENDACIONES

¢ Reducir al maximo el tamafio de particula de la parafina para obtener mejores

resultados en los ensayos reologicos.
e Se sugiere emplear crisoles de aluminio en los ensayos por DSC en lugar de
alimina, ya que son mejores conductores de calor y por ende se pueden

obtener resultados alin mas precisos.

e Es recomendable realizar un estudio técnico-econdmico que permita evaluar

la viabilidad de la produccion a nivel industrial.
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APENDICES

APENDICE 1: Cuadro de observaciones.

El siguiente cuadro de observaciones fue realizado por el histotecnélogo Eduardo

Szurba Acevedo perteneciente al Laboratorio de Anatomia Patoldgica N&G.

OBSERVACIONES DEL PRODUCTO FINAL

Caracteristicas Valor
Dureza 1 2 3 W >
Fragilidad 1 4 5
Facilidad de corte 1 2 3 4
Transparencia (s6lida) 1 2 3 4
Transparencia (liquida) 1 2 3 4
Adherencia 1 2 3 4
Plasticidad 1 2 3 W 5
Sensacion al tacto” 1 2 3 W >
[1: Muy baja -------- 5: Muy alta] [1: Aceitosa -------- 5: Seca]”
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APENDICE 2: Cuadro de observaciones.

El siguiente cuadro de observaciones fue realizado por la histotecndlogo Marbella

Sivira perteneciente al Centro Médico de Caracas.

OBSERVACIONES DEL PRODUCTO FINAL

Caracteristicas Valor
Dureza 1 2 4 5
Fragilidad 1 4 5
Facilidad de corte 1 2 3 W -5
Transparencia (s6lida) 1 2 3 4
Transparencia (liquida) 1 2 3 4
Adherencia 1 2 3 4 5
Plasticidad 1 2 3 W >
Sensacion al tacto” 1 2 3 4
[1: Muy baja -------- 5: Muy alta] [1: Aceitosa -------- 5: Seca]”
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