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RESUMEN,

El presente trabajo fue elaborado en dos etapas. En la primera etapa se estudiaron las
caracteristicas de Ias membranas del poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF) obtenidas
mediante }a técnica de electrohilado. En particular, el contenido de la fraccidn de fase P
presente en las membranas en funcion del porcentaje de PVDF (p/v} disuelto en N,N-
Dimetilformamida (DMF), explotando asi las propiedades  electroactivas Yy
piezoeléctricas de este polimero. Las membranas fueron caracterizadas mediante
espectroscopia infrarroja por reflexion total atenuada (FTIR-ATR), demostrando que a
concentraciones menores del PYDF se obtienen valores mayores de la fraccién P
presente en las membranas, as{ como, por medio de la técnica de microscopia
_electrénica de barrido (SEM) se observo el tipo de morfologia y la distribucién del
diimetro de fibras a las diferentes concentraciones de PVDF/DME. Posteriormente se
evalué el comportamiento térmico de las membranas a las diferentes concentraciones de
PVDE/DME, esto mediante la técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC) para

la obtencién de las caracteristicas térmicas del material electrohilado.

Por otra parte, a partir de una concentracion determinada de PVDE/DMF se realizaron
tratamientos térmicos en un amplio rango de temperaturas, donde se observé que no
existe una disminucién significativa de la fraccién p presente en las muestras a tienpos
cortos de exposicién. Dichas muestras también fueron evaluadas mediante difraccion de
rayos-X (DRX), donde se confirmé la presencia de las fases polares (B, v y ). asi como,
la diminucién de la fase menos polar (a). Por iltimo se realizé un andlisis mecdnico
dinamico (DMA) para observar el desempeno mecanico de la muestra, donde se observa

un comportamiento eldstico deseable.

Por otra parte, a partir de una concentracién determinada de PVDE/DMEF se realizaron
{ratamientos térmicos en un amplio rango de temperaturas, donde se observo gue no
existe una disminucién significativa de la fraccién f presente en Jas muestras a tiempos
cortos de exposicién. Dichas muestras también fueron evaluadas mediante rayos-X
(XPS), donde se confirmo la presencia de las fases polares (f, y y 8), asi como, la

diminucién de la fase menos polar («). Por dltimo se realizo un andlisis mecénico

Centre de Investigacidn en Quimnica Aplicada



dindmico (DMA) para observar su desempeflo mecanico de la muestra, donde se

observa un comportamiento eldstico deseable.

En la segunda etapa, se evalu6 el comportamiento de células de levadura
Saccharomyces cerevisiae, como modelo bioldgico, sobre membranas de PVDF. Esta
etapa comprendid la activacion, cinéticas de crecimiento y la elaboracién de un cultivo
en medio solido de la levadura mediante turbidimetria- (Espectrofotémetro UV-vis), el
cual fue puesto posteriormente en contacio directo con la membrana de PVDE. Se
observé un crecimiento homogéneo en toda la muestra, 1o cual exhibe a la membrana
de PVDF como un material inerte a dicho microorganismo. Se realizaron cultivos a
diferentes tiempos de crecimento celular, los cuales fueron utilizados durante la prueba
de contacto directo para poSteriormente obtener el ntimero de células recuperadas al
finalizar la prueba. Se llevé a cabo una comparacidn enire ias células por mililitro que
se obtenfan al ser puestas en contacto las células de levadura con las membranas de
PVDF con respecto a las que se alimentaron por medio de diluciones seriadas y el
conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Se observé un incremento en el UFC
después del contacto de las células de levadura con la membrana de PVDF, obteniendo
asi una membrana de PVDF como un buen soporte de células de levadura de
Saccharomyces cerevisiae, Yo cual provee de un gran potencial de uso de las membranas
de PVDE obtenidas mediante electrohilado para ser utilizadas en ingenieria de tejido, ¥

como un soporte de redes no tejidas tridimensionales.

Finalmente se elaboré un sistema de oscilacion, con el objetivo de llevar acabo una
deformacién mecdnica controlada sobre las membranas de PVDF, las cuales fueron
inoculadas con células Saccharomyces cerevisiae y posteriormente puestas en un
periodo de incubacion. Esta tarea se realizé con el fin de aprovechar las propiedades
piezoeléctricas del material polimérico, obteniendo finalmente un soporte celular que
presenta un efecto eléctrico entre las interacciones células-polimero, obteniendo asi un

aumento en la tasa celular.
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1. INTRODUCCION

Los materiales y su desarrollo han sido fundamentales para la meodificacion del
comportamiento y la cultura humana a través de los tiempos. Debido a ello, los materiales
han sido de gran importancia para ¢l hombre, por lo que las investigaciones que se

presentan en esta drea exhiben avances acelerados.

El presente siglo se ha caracterizado por tener grandes adelantos en todas las dreas de la
investigacién, encamindndonos asi a la nanociencia, la cual nos permite la manipulacion
de Ja estructura de la materia a escalas muy pequefias, del orden de los nandmetros (nm),
obteniendo diversos materiales con caracteristicas, propiedades y procesamiento muy
diferentes !, Estos materiales han alcanzado aplicaciones muy diversas en dreas como
son la electrénica, ciencia de los materiales, medicina, biotecnologia y polimeros de
ingenicria entre otros. Para ello se ha realizado una intensa investigacién que ha

culminado con nuevos procesos y técnicas de fabricacién de materiales nanométricos.

El electrohilado ha surgido como una técnica novedosa para la obtencién de materiales
unidimensionales (1)) vy tridimensionales (3D) que permiten la tabricacién de fibras y
membranas fibrosas a partir de diversos materiales (polimeros, cerdmicos, materiales
compuestos, etc.) donde es posible el control del diametro a escala nanométrica. Las
membranas fibrosas no-tejidas obtenidas mediante esta téénica exhiben propiedades
Gnicas como lo son: alta drea superficial, bajo peso, absorcién del solvente, espesor
controlado, alta porosidad, as{ como una estructura porosa interconectada, las cuales
pueden ser aplicadas como medios filtrantes, en ropa de proteccidn en capas de
absorcién, etcétera *!, Debido a las propiedades especificas exhibidas por lo materiales
electrohilados, éstos tienen un gran atractivo en un amplio rango de aplicaciones,
incluyendo la ingenieria de tejido, vendajes, ropas protectoras para el sector militar,

aplicaciones electrénicas, sensores, entre otras B,

e
e e}
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El interés en las membranas electrohiladas es debido a su estructura de redes 3D no-
tejidas completamente porosas 1 siendo esta propiedad en particular la que exhibe un
gran atractivo como soporte cefular .

En este documento, se presenta el trabajo de investigacién que consistio en aprovechar la
versatilidad que ofrece la técnica de electrohilado, aunado a las propiedades
ferroeléctricas del poli(fluoruro de vinilideno)(PVDF) para la obtencion de un soporte
celular (en este caso se utilizé6 como modelo biolégico la levadura Saccharomyces
cerevisiae), con el fin de provocar estimulos eléctricos en las membranas de PVDF
mediante un sistema de oscilacion, evaluando el efecto que tiene la generacion de este

voltaje eléctrico en la tasa de crecimiento celular.

En una primera etapa de esta investigacién, s¢ prepararon soluciones de PVDF en N,N-
dimetilformamida a diferentes concentraciones €n peso del polimero, las cuales fueron
electrohiladas mediante el equipo de electrohilado, y posteriormente caracterizadas
mediante espectroscopia infrarroja (FTIR-ATR). A partir de los espectros de infrarrojo de
las membranas electrohiladas, se calculd la fraccion P (F(B)) presente en las membranas.
La presencia de esta fase en las membranas electrohiladas de PVDF, exhibe propiedades
ferroeléctricas, piezoeléctricas y piroeléctricas 16 1o que provoca una generacion de
cargas eléctricas al someter al material bajo una deformacién mecénica, la cual se han

utilizado como un estimulante axial en la regeneracion en algunas células 7.

En una segunda etapa, s¢ trabajé con células de levadura Saccharomyces cerevisiag, con
el fin de evaluar las membranas de PYDF como soporte celular, asi como estudiar el
efecto de sus propiedades piezoeléctricas sobre la estimulacién en el crecimiento de dicho
microorganismo. Esto se llevé acabo mediante pruebas de contacto directo en presencia o
ausencia de un esfuerzo mecénico inducido. En los siguientes capitulos s¢ detallan los
antecedentes donde se presenta el estado del arte relevante al avance y aplicacién del
electrohilado en general y especificamente en aplicaciones como soporte celular y las
principales caracteristicas del PVDF y del microorganismo utilizado. Finalmente, se
describe 1a metodologia utilizada y las técnicas de caracterizacion que permitieron llegar

a los resultados y conclusiones alcanzadas.

P _
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2. ANTECEDENTES

2.1 MATERIALES INTELIGENTES: MATERIALES PIEZOELECTRICOS

El término de material inteligente generalmente se utiliza en materiales que exhiben uno
o varios cambios de sus propiedades en respuesta a un estimulo externo. En los iiltimos
afios se ha realizado un gran avance en el desarrollo de estructuras continuas y activas,
para controlar y optimizar su desempeiio en la simulacién de sistemas biolégicos,
capacidades y disenos integrados. El campo de los materiales inteligentes es
multidisciplinario ¢ interdisciplinario, obteniendo asi una serie de tecnologias para los
materiales, ¢n el control, procesamiento de informacién, deteccién, asi como la
amortiguacién y la integracién de sistemas en una amplia gama de aplicaciones

industriales t

Las diversas tecnologias que componen el campo de los materiales inteligentes y sus
respectivas estructuras se encuentran en diferentes etapas de comercializacion. Los
malteriales  piezoeléctricos, cerfmicos electrorestrictivos, asi como, polimeros
piczoeléctricos y sistemas de sensores de fibra optica estdn bien establecidos en los
procesos de obtencién comercial at,

En 1880, los hermanos Curie descubrieron un efecto sumamente interesanie: un cristal
que al ser sometido a una presion mecdnica a lo largo de un eje determinado, desarrolla
una diferencia de potencial entre sus caras.También comprobaron experimentaimente el
efecto reciproco, el cual frente a campos eléctricos externos, estos cristales evidenciaban
una deformacién mecdnica. Dicha propiedad fue llamada piezoelectricidad, y a dichos
materiales se les llamé piezoeléctricos. En afos recientes estos materiales piezoeléctricos
han tenido un gran auge como materiales inteligentes M1 Estos materiales activos, son
ampliamente utilizados debido a que exhiben una amplia respuesta electromecénica, asi
como, requerimientos relativamente bajos de energia y fuerzas generativas altas entre

otras ﬁ].

e e
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- Los maleriales piezoeléctricos exhiben un efecto, el cual estd relacionado con los
momentos dipolares existentes, ya que éstos se encuentran intimamente ligados a la
estructura fisica del material. Es por ello que una deformacién mecénica (en el sentido
adecuado) altera el conjunto de momentos y, por ende, ¢l momento resultante. La
resistencia interna que se presenta en el material es muy grande, y las cargas del airé no
anulan inmediatamente la nueva distribucién de cargas de polarizacién, por lo que se
observa una diferencia de potencial neta transitoria en las caras del cristal (esto se
presenta hasta que las cargas libres del aire vuelven a anular el efecto de las cargas
internas generadas en el material). Dichos voltajes pueden ser del orden de los 1OkV,

como en los encendedores comunes 2

Un cristal piezoeléctrico colocado en un campo eléctrico variable reaccionard de forma
variable en armonia con el campo. En particular, si el material piezoeléctrico es colocado
entre dos placas metélicas conectadas a un generador de corriente alterna (el cual produce
un voltaje variable de acuerdo a una onda sinusoidal), el cristal deberd responder con un
movimiento oscilante el cual intentara simular dicho voltaje oscilante. Hoy en dia los

materiales piezoeléctricos tienen aplicaciones diversas en la vida cotidiana.

El efecto piezoelécirico directo se utiliza para obtener pequeiios movimientos con
. precision y rapidez, en donde es posible conocer la respuesta mecdnica frente a un cierto
voltaje aplicado. También se aprovecha esie efecto para empujar los émbolos de los

cartuchos de las impresoras de tinta, generando diminutas gotas en el momento preciso.

Los materiales piezoeléctricos mds comunes son los ceramicos 'l Pero debido a que
éstos materiales son duros y quebradizos al aplicarse un gran esfuerzo mecinico, €stos
materiales sélo obtienen una deformacién muy pequefia. Recientemente, algunos
materiales de origen polimérico han sido fabricados y preparados con caracteristicas
piezoeléctricas. Debido a que los polimeros son materiales mucho mas flexibles que los
cerdmicos pueden ser fabricados con mayor facilidad en forma de 1dminas delgadas. De

esta forma, estos materiales son sometidos a un esfuerzo mecanico determinado, 1o cual

. e
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provoca que la deformacion producida pueda ser de varios cientos de veces mayor,
haciendo que estos materiales sean lo suficientemente sensibles para ser usados como
detectores de vibracién (ondas sonoras o térmicas) en micr6fonos u otros equipos

especiales.

Estos materiales también estin presentes en otros dispositivos, por ejemplo, un
encendedor del tipo Magiclick. En este tipo de dispositivo el gatillo comprime un cristal
piezoeléctrico que genera una diferencia de potencial entre la placa exterior de la boca del
encendedor (usualmente en forma de corona redonda o cuadrada) y un eje metilico
central. Esta diferencia de potencial es tan grande (aproximadamente 10kV) que produce
la ruptura del aire, el aire se polariza generando una corriente eléctrica entre el eje y la
corona en forma de chispa. Simultdneamente, el gatillo libera el gas del encendedor, y

como resultado obtenemos 1a llama '*.,

Existen diversos grupos de materiales piezoeléctricos incluyendo una gran variedad de
polimeros  sintéticos, tales como, el polipropileno (PP), poliesticeno (PS) vy el
polimetilmetacrilato (PMMA), poliamidas semicristalinas como el nylen-11 y polimeros
amorfos como el vinil acetato (PVAc). Sin embargo los efectos piezoeléctricos en estos
materiales son relativamente débiles, inestables regularmente y son considerados con un
significante limite préctico '),

Por otra parte, las propiedades de los materiales poliméricos son muy diferentes en
comparacién a las propiedades de los materiales inorganicos (Tabla 2.1), siendo este tipo
de materiales poliméricos de mayor facilidad para llenar espacios donde los cerdmicos y
algunos cristales son incapaces de obtener un desempeiio eficaz debido a los
requerimientos de diseilo y proceso. La Tabla 2.1 ilustra los valores para la constante de
esfuerzo piezoeléctrico {ds;) determinada en un material polimérico y en un cerdmico. Se
puede apreciar que el valor registrado para el material polimérico {en este caso el PYDEF),

b . coL 12
es mds bajo que el material cerdmico ',
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Sin embargo, los polimeros piezoeléctricos tienen valores mayores de la constante de
tension piezoeléetrica (g3)), 1o cual indica que este tipo de maleriales son mejores

sensores que los cerdmicos.

Tabla 2.1 Comparacién de las propiedades de materiales piezoeléctricos esténdar de un
polimero (PVDF) y un cerdmico (PZT),

i} a T
Material day 231 Kat Carac:ell;llstlcas
(pm/V)  (mV-m/N) notables
‘Poli(fludrurode © T¢ L T - Flexible, bajo peso,
N - wagt : -+ Impedancia-

-miecdnica, baja

Titanato de
Plomo-Zirconio 175 11 0.34

Alto peso, toxico,
(PZT) quebradizo

Los sensores y actuadores obtenidos a partir de polimeros piezoeléciricos ofrecen una
ventaja en la flexibilidad de procesamiento, esto debido a su menor densidad, mayor
resistencia mecdnica, disponibilidad en la manufacturacion en grandes dreas, as{ como la
facilidad de poder ser cortados y moldeados en formas complejas, exhibiendo altos

valores de fuerza y resistencia al impacto.

Los polimeros, al poseer altos valores de descomposicién dieléctricas, pueden resistir
altos campos eléctricos de manejo en comparacidon con los materiales cerdmicos, El
poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF o PVFa), es el dnico polimero que posee un valor del

A diferencia de los materiates cerdmicos,

coeficiente piezoeléctrico (ds;) elevado !
donde la estructura cristalina del material proporciona las propiedades piezoeléctricas, en
el caso de los polimeros, esto ¢s debido al acomodo de las cadenas poliméricas, ya que
las moléculas se atraen y repelen entre si mediante interacciones intermoleculares cuando
estos materiales son expuestos a un campo eléctrico, confiriéndole de esta manera sus

propiedades piezoeléctricas ',
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2.1.1 Relacidon entre la simetria del cristal y sus propiedades.

Los cristales pueden ser clasificados dentro de 32 tipos de cristales dependiendo de la
stmetria de su cristalografia, estos a su vez, pueden ser clasificados en dos clases de
cristales: 1. aquellos que poseen centro de simetria y 2. Aquellos gue no lo poseen.
Generdndose de esta manera 21 tipos de cristales que no poseen centro de simetria, y por
lo tanto la presencia de propiedades piezoeléctricas. Sin embargo, dentro de este conjunto

de cristales, 10 de estos cristales son polares en un solo eje .

Tabla 2.2 Clasificacidn cristalogrifica de acuerdo a la polaridad * y los centros de stmctria.

Sistema del Cristal

Polaridad Simetria . - - _
) Citbico | Hexagonal | Tetragonal Hecta Orto- | mono

rombico | rombico | clinico | triclinico

centro(11) | m3m | m3| 6/mmm
432 o] 622

6/m 4/}*{1}11:11 dfm | 3m | 3 HILL 2/m

no-polar (22) T

2 |23} a2

polar no-Centio | 43, Cbma

A2

{piroelectricidad) 2N T T
4o S I

U6 a4 3m 3] T

a. Los cristales piezoeléctricos son aguellos que se encuentran en la parte sombreada.

2.1.2 Clasificacion Piezoeléctrica,

La piezoelectricidad es una propiedad que poseen pocos cerdmicos, polimeros y algunos
sistemas bioldgicos. Una variante de la piezoelectricidad es la piroeleciricidad, donde la
polarizacion esta en funcién de la temperatura, algunos de estos materiales son
ferroeléctricos, aunque no todos los materiales ferroeléctricos son piroeléctricos.

Los materiales piezoeléctricos presentan una presion eléetrica, que es la generacion de la
polarizacidn eléctrica en un material en respuesta a una fuerza mecdnica, este fenémeno
es conocido como efecto directo. Por otra parte, estos materiales también pueden mostrar
un efecto inverso debido a la deformacién mecdnica sobre la aplicacién de una carga
eléclrica o una sefial eléctrica. Se pueden encontrar diversos tipos de materiales, tales
como, cerdmicos electroactivos, materiales electro o magnetoreoldgicos y polimeros
electroactivos {EAP), que ofrecen una respuesta activa, es decir, que experimentan un
cambio significativo en sus propiedades fisicas o dimensiones espaciales debido a la

aplicacién de estimulos eléctricos o térmicos y viceversa. La Figura 2.7 esquematiza los
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diferentes procedimientos que se pueden realizar sobre la materia para obtener

propiedades especificas, en este caso piezoeléetricas 1112,

Canpo
Eléctrico

3
%,
T
%
%
S
%

nlor de deformacion

Esfuerzo
¢

Termoelasticidad

Figara 2.1 Diagrama Heckman, el cual muestra la interrelacion entre las propiedades

mecanicas, eléctricas y térmicas de los materiales. As{ mismo, propiedades tales como la
L

expansion piezoeléctrica, fendmeno piroeléctrico y térmico * .
2.1.3 Polimeros Semicristalinos: Mecanismo de piezoelectricidad.
Los polimeros semicristalinos deben tener una fase cristalina en la cual la morfologia
esté compuesta de cristales dispersos dentro de la fase amorfa. La fase amorfa tiene una
temperatwra de transicidn vitrea, la cual dicta las propiedades mecdnicas del polimero,
mientras que los cristales presentes presentan una temperatura de fusidn, que a su vez

limita la temperatura de uso del material.

El grado de cristalinidad en dichos polimeros depende del método de preparacidn y del

historial térmico. La mayorfa de los polimeros semicristalinos presentan varias fases
. e r - -

cristalograficas, algunas de ellas pueden ser fases polares. En estos polimeros

semicristalinos, la fase amorfa permite la orientacidn del cristal y asi la polarizacién

-

=St vmen,
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permanece estable por arriba de la temperatura de Curie. Esta polarizacién llega a
mantenerse constante durante muchos anos, a menos de sea influenciada por efectos

,
externos, como lo pueden ser la humedad o temperaturas elevadas /%,

En la Figura 2.2 se puede observar un material cuyos cristales no poseen centro de
simetria y que al ser sometidos a un esfuerzo mecdnice {(en este caso de tensién), disocia
los centros de gravedad de las cargas positivas y de las cargas negativas. Apareciendo de
gste modo dipolos elementales en la masa y, por influencia, cargas de signo opuesto en

las superficies.

Figura 2.2 Esquema del efecto de la tensién mecanica sobre €l centro de gravedad de cargas
negativas y positivas, producicndo un momento dipolar (cargas superficiales).

Debido a la suma de los momentos dipolares, al presentarse una orientacién al azar de la
polarizacién genera la cancelacién en el material. Es por esto que la aplicacién de
técnicas que proporcionen polarizacion en los materiales, se han obtenido materiales

. . . . .. . 2
ferroeléctricos que exhiben una actividad electromecdnica activa fel

. Ya obtenidos, este
tipo de materiales ferroeléctricos actiian como una sola entidad, la cual es caracterizada

por la polarizacidn macroscépica neta que es inducida por una polarizacién aplicada.

SR e st
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Figura 2.3 Representacion esquemdtica de los cambios micro estructurales durante la
polarizacién y después de la eliminacién de la polarizacién.

Existen varios métodos de polarizacién, tanto para los materiales cerdmnicos, como los
materiales poliméricos. Estos pueden ser por medio de un fratamiento corona,
polarizacién en el vacio, electrohilado, orientacion en medio fundido, estuerzos
mecanicos, entre otros. Uno de los procesos més efectuados dentro de estas (écnicas de
polarizacién es empleando electrodos sobre la superficie del material de modo que los
dipolos dentro del material se reorientan y se alinean en la direccion del campo eléctrico

aplicado (Figura 2.3).

Uno de los polimeros mds utilizados en este tipo de técnicas con el fin de aumentar la
polarizacién det mismo, es el poli(fluoruro de vinilideno), ya que por si mismo este

material polimérico posee propiedades ferroeléctricas, piezo y piroeléctricas.

)
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2.2 POLI(FLUORURO DE VINILIDENO) (PVDF)

El poli(fluoruro de vinilideno) es un polimero semicristaline, el cual posee un 50% de
cristalinidad, altos valores de esfuerzo mecanico, asi como al impacto. Particularmente en
fibras orientadas o peliculas de este material, ademas de poseer una alta resistencia a la

cadencia bajo carga después de la fatiga por flexiones repetitivas,

Asi mismo, este material posee un cardcter polar, asi como propiedades piezoeléctrico
debidas a una efectiva separacién macroscopica de las cargas negativas y positivas en su
estructura, las cuales pueden ser producidas mediante la aplicacidn de un campo
eléctrico, entre otros. Por otra parte, esta propiedad puede ser obtenida mediante la
orientacién de los dipolos o con la generacién de cargas en el espacio a parlir de Ia

generacién o creacién de cargas libres '\ En 1969, Kawai !

encontré que el PVDF
exhibe un inusual aumento en el efecto piezoeléctrico después de ser sometido a una
polarizacion, demostrando asi que en peliculas que fueron sometidas a una polarizacién
de un espesor pequefio de este material revelan grandes coeficientes piezoeléctricos,
teniendo un valor de 6—7pCN", el cual es un valor diez veces mayor que el que ha sido

reportado en otros polimeros.

Esto puede ser atribuido a cuatro facetas estructurales que existen en la mayoria de la
estimulacién eléctrica de los polimeros. Estos elementos criticos son: 1. la presencia de
dipelos permanentes, ii. la habilidad de alinear u orientar los dipolos moleculares, iii. la
habilidad de mantener los dipolos alineados durante un periodo largo de tiempo y iv. la
habilidad del material de sufrir grandes deformaciones bajo un esfuerzo mecanico.

Estos elementos son necesarios para polimeros semicristalinos y amorfos para tener
propiedades  piezoeléctricas.  La  cristalinidad de estos polimeros depende
significativamente sobre las condiciones de procesamiento, asi como, el historial térmico

del mismo.

=
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polimero

direccién

del esfuerzo

orientacion

.
direccion del campo
eléctrico aplicade

polarizacién
cléctrica

Figura 2.4 Esquema representativo de las fases cristalina y amorfa del PVDF; a.
material en fundido, b. posterior a la aplicacién de un esfuerzo mecdnico, ¢. muestra
polarizada en fundido !,

La fase amorfa en el PVDF tiene una temperatura de transicién vitrea, la cual se
encuentra por debajo de la temperatura ambiente (-27°C), por lo que este polimero es un

material flexible a temperatura ambiente 6]

Esto es debido a la naturaleza de este polimero, tal como: la orientacidn eléctrica, ya que
los dtomos de fluoruro son muy pequefios, los cuales tienen un radio de van der Waals de
1.35 angstroms, siendo ligeramente més grandes que los dtomos de hidrégeno (1.24),
formando asi bandas altamente polares con el dtomo de carbén (Figura 2.5), teniendo asi
momentos dipolares de 1=6.4x10"" coulomb-m . Debido a este acomodo molecular en
la cadena principal, le confiere al PVDF de efectos polares unicos que influyen en la

respuesta electromecdnica, solubilidad, propiedades dieléctricas, mosfologia de los

P e T
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cristales, asi como, aito rendimiento de la constante dieléctrica. El valor de la constante
dieléetrica del PYDF oscila entre 20-28, valor mayor al presentado por otros polimeros
(Tabla 2.3). Esta caracteristica hace del PVDF un polimero atractivo para su uso en
dispositivos electrénicos, transductores que requieren de interconexién de energia
mecénica y eléctrica, sensores, actuadores (misculos y érganos artificiales), imigenes
medicas, monitores de flujo de sangre, micr6fonos, piel inteligente, transductores

acisticos de uso bajo el agua, bombas y vilvulas de fluidos, entre otros 1171,

_y i -

Figura 2.5 Esquema quimice del poli(fluoruro de vinilideno).

Tabla 2.3 Comparacién de propiedades piezoeléctricas de algunos materiales
poliméricos semicristalinos 1.

Temp.
Tg Tm
Polimero Estructura Max de dsy
°C) (O
uso
F
PVDF Ry 35 175 80 20-28
oo,
F F
|
PTrFE (I:—cl,‘H 32 150 90-100 12
F n
O
Lo ) 3@25°C
Nylon-11 N‘I{“H’}wc' 68 195 185
" 14@ 107°C
0
CH }‘N}I—(ljlt— NH
Poliurea-9 ) 50 180 -- --

=== | Centro de Investigacion en Quimica Aplicada



Antecedentest 15

El PVDF presenta una fase polar a la cual se le denomina fase § v que dentro de las fases
polares del polimero es la mds polar. Las cadenas poliméricas en esla fase se orientan en
una celda unitaria, de forma tal que sus momentos dipolares se alinean en la misma
direccion, resultando una estruoctura fuertemente polar.

En la fase o las cadenas poliméricas se ordenan de manera alternada, por lo que su
respectivos momentos dipolares son cancelados dando como resultado una momento
bipolar neutro, presentado asi un comportamiento paraeléctrico ™. Asi mismo, se ha
utihzado la aplicacion de campos eléctricos para la transformacién de las fases a y y en
fase [, siendo el electrohilado una de las técnicas mds utilizadas para aumentar la

polarizacién en este tipo de materiales.

El electrohilado es una técnica que puede favorecer la obtencidn directa de la fase B a
partir de soluciones poliméricas '*/1'*H11,

Un proceso de polarizacién tipico consiste en el calentamiento de una pelicula polimérica
a altas temperaturas, aplicando un campo eléctrico y posteriormente disminuyendo la

temperatura hasta temperatura ambiente con el campo aplicado.

Por otra parte, Jos materiales ferroeléctricos son definidos como materiales cristalinos, en
los cuales su celda unitaria es polar y la direccidn de polarizacién puede ser cambiada por
la aplicacién de un campo eléctrico "\ La polarizacién, sin embargo es un equilibrio
térmico "I,

2.2,1 Estructura Quimica.

La estructura quimica del poli{fluoruro de vinilideno) consiste de dos atomos de carbono,
hidrégeno y fldor, -CH,-CF;-. El peso molecular tipico de este polimere que se utiliza
comercialmente es de 4x10° 0 60,000 unidades monoméricas. Este polimero es obtenido
con un defecto comiin en la cadena polimérica, el cual es creado durante la
polimerizacidn como los carbonos, por ejemplo la estructura de carbonos en donde se
encuentran los dos dtomos de flior, ya que estos se pueden colocarse de dos maneras:
cabeza-cabeza (heat-to-heat; HH) —CF,-CF,-, 0 cola-cola (tail-to-tail; TT) —CHz-CH,-,

generando as{ estos defectos dentro de la cadena polimérica. Tales defectos generalmente

AT .,
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ocurren en par, inmediatamente que se presenta la terminacién TT, sigue 1a terminacién
HH. La concentracion de estos pares de defectos en los materiales comerciales es de

aproximadamente del 4-5% tipicamente.

En el PVDF, el grupo CH; desempefia un papel importante en la dilucién directa de las
interacciones de los CF3, ya que se encuentra ubicado en una posicién intermcdia entre
los CF; adyacentes. Tomando asi, distintas conformaciones en isémeros trans y gauche,
los cuales tienen una probabilidad estadistica para su formacién similar entre si. Esto
puede ser una de las razones principales por las que el PVDF (y sus copolimeros) puede
tomar una variedad de conformaciones moleculares, asi como estructuras cristalogréficas,

incluso en el estado cristalino.

El PVDF por lo tanto puede tomar al menos tres tipos de conformaciones moleculares,
TGTE, TTTT, y TTTGTTTG, como se explica a continuacién. Existen cuatro formas de
empaquetamiento de la cadena de PVDF dentro de las celdas unitarias, denominindose
asi como B, «, v v & (0 formas I, I, IIT y IV), en orden de descubrimiento en 1a historia de
la PYDF. Enla Figura 2.6, se muestran [as estructuras moleculares y cristalinas de estas

cuatro modificaciones.

e =0
Gyt~ Gl = =

x

Figura 2.6 Estructura molecular de las modificaciones cristalinas del PVDF
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En la Tabla 2.4, se muestran los pardmetros cristalograficos del PVDF, asi como, las

medidas de las celdas unitarias en las diferentes formas del cristal.

Tabla 2.4 Datos cristalograficos de las modificaciones eristalinas del PYDF.

Parametros de Cadena
la celda unitaria Molecular
S T ligeramentetorida 5 % %
* Formal - el LT
T A= 496A, b=964A,
Forma I

¢ (f.a.) =4.96A, p = 90°

Figura 2.7 Esquema de las interacciones presentes entre las diferentes
modificaciones cristalograficas del PVDF.
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2.2.2 Descripcién de las modificaciones cristalinas del PVDF.

La forma il o fase «, se prepara tipicamente por estiramientos del material a temperatura
ambiente a partir de la desorientacion de fa forma [ (fase f y del enfriamiento del
material fundido a una velocidad normal (10-20 °C/min o superior). Un enfriamiento
lento del tundido no proporciona cristales de forma 1, pero genera esferulitas con cristales

de forma III, algunas veces genera cristales de la forma IL

oA K& o

&= 0.462 v

s 0498 nm

Figura 2.8 Esquema de la Forma I (a) del cristal en el PYDF.

El giro de la cadena en los cristales de forma II en peliculas es el resultado del
enfriamiento a la temperatura ambiente. Una desorientacién dentro de una pelicula se
puede obtener por medio del vaciado de una solucion de PVDF en un solvente
fuertemente polar como el triamida de hexametilfosforico (HMPTA), o por precipitacién
de una solucidn de dimetilacetamida en una solucién acuosa de dcido acético. Otra
manera de obtener una desorientacién del material para la obtencién de cristales de forma

I puede ser realizada mediante el enfriamiento rédpido en nitrégeno liguido.

En la Figura 2.9 se muestran algunas formas de generar orientacién o desorientacion de

las diferentes modificaciones cristalograficas dentro del PVDF.
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antes de la
polarizacién

después de la
polarizacién

Figura 2.10 Cambios estructurales causados por la polarizacién del PVDF en el cristal
de la Forma I ().

Tigura 2.11 Reorientacién del cristal de Forma I () del PVDF bajo un campo eléctrico
externo aplicado,

2.2.4 Nanofibras de PVDF.

En aftos recientes las nanofibras han ganado mucha atencidn en las investigaciones dentro
del campo cientifico y tecnolégico, registrindose este proceso durante 19907s "1 1 a4
nanofibras y membranas fibrosas no-tejidas tienen un gran potencial en diversas
aplicaciones, tales como medios de filtracién, ropa de proteccion, aeroespacial,
dispositivos electrénicos, ingenierfa de tejido, sensores y otros usos biomédicos ' 17,
Dichas nanofibras pueden ser obtenidas mediante varias técnicas, dentro de las que se
pueden encontrar: la deposicién de vapor quimico (CVD), autoensamblaje molecular,
método de siembra de nanofibras, electro-espray (EDS), electrohilado.
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2.3 ELECTROHILADO

Esta técnica se ha utilizado ampliamente como una herramienta poderosa para producir
fibras ultra finas (en la escala de decenas hasta cientos de nandémetros), estas nanofibras
son capaces de formar una malla altamente porosa con grandes relaciones de drea
superficial/volumen ' qué proveen a estas redes no-tejidas muchas aplicaciones debido
a sus estructuras tridimensionales. Existen varios pardmetros conocidos que afectan las
proptedades fisicas (didmetro, morfologia de la superficie y porosidad de las fibras,
resistencia, etc.) de las nanofibras obtenidas a partir del electrohilado de soluciones
poliméricas. Estos pardmetros se clasifican en tres categorias: 1. Pardmetros internos: en
esta categoria se incluye la naturaleza y el peso molecular del polimero y las propiedades
fisicas de las soluciones poliméricas {concentracién, viscosidad, conductividad,
permeabilidad dielécirica y tensidn superficial); 2. Pardmetros del proceso: se incluyen
el potencial eléctrico aplicado, la presién hidrostitica en el tubo capilar, Ia distancia entre
la aguja y el colector, la velocidad de dosificacidn, asi como el tamafio de la boquilla; 3.
Pardmetros ambientales: temperatura, humedad y flujo del aire en la cdmara del equipo
de electrohilado ', Esta técnica fue patentada por primera vez en 1934 por Formhals !
1) 1a coal consiste en la aplicacion de un potencial eléctrico elevado sobre una solucién
polimérica, a través del uso de una jeringa con una aguja metdlica, que contiene la

solucidn polimérica (electrodo positivo),

Cuando ¢l voltaje es lo suficientemente alto y sobrepasa la tensién superficial se produce
la deformacion de la solucién polimérica dosificada mediante una jeringa, donde las
fuerzas electrostdticas rompen la tensién superficial del fluido, generindose una
estructura en forma de cono (cono de Taylor), lo cual posteriormente da lugar a la
expulsion de la solucidén en forma de un hile o cherro que viaja a lo largo del diferencial
de potencial que se genera entre la aguja y la placa. Finalmente se depositando en la placa
colectora o electrodo negativo {(Aluminio). En el transcurseo del viaje del material desde Ia
punta de la aguja al colector, los hilos del material se estiran y se elongan conforme
recorren cierta distancia, ocurriendo la evaporacién del solvente durante este proceso. De

esta manera, se¢ forma una fibra continda que se deposita al azar sobre el colector, la cual
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después de cierto tiempo da lugar a la formacién de una membrana fibrosa no-tejida '
1161

Ei voltaje requerido para producir este tipo de fibras se encuentra en un intervalo de 5kV
a 30kV. Este intervalo de voltaje es suficientemente alto para sobrepasar la tensién
superficial de las soluciones poliméricas y producir hilos cargados con tamanos de
L13] [14] [16]

diametro del orden nanométrico . LaFigura 2.12muestra un esquema de este

proceso.

El diametro de las fibras ulira finas obtenidas mediante el proceso de electrohilado esta
en funcién del proceso y los pardmetros del sistema, tales como son el voltaje aplicado, la

concentracion del polimero y la distancia entre la aguja y el colector. La duracién del

116}

proceso de electrohilado determina el espesor de las membranas

Solucidn
Polimérica

AN

2

Pantaila
Colectora

Bomba de Jeringa
Dosificacion

1

Fuente de Poder

L

Figura 2.12 Esquema de la técnica utilizada de electrohilado (electrospinning).

El control de los pardmetros de proceso produce membranas poroesas con un 30% a 90%
de porosidad''”), dando como resultado una estructura porosa abierta intercomunicada y

una gran drea superficial por unidad de volumen ¥ Debido a estas propiedades, en los

114]

iltimos afios la técnica de electrohilado ha ganado mayor atencién '™, aumentando asi el

ndmero de polimeros sintéticos y naturales que han sido procesados tales como:

poli(éxido de etileno)}(PEQ) en agua, poliuretano en N, N-dimetilformamida (DMF), 1-

polilactido en diclorometano, poli(c-caprolactona)(PCL) en acetona, entre otros %,
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Los materiales preparados por electrohilado pueden encontrar aplicaciones como: filtros
de aire de alto rendimiento, texiiles proteclores, sensores, compuestos avanzados, celdas
folovoltaicas, asi como andamios o soportes en ingenierfa de tejido, y mds recientemente

como membranas de separacién por afinidad 181

2.3.1 Aplicaciones de las nanofibras.
Debido a su alta porosidad y gran drea superficial, este tipo de membranas fibrosas han
tenido enormes 4reas de desarrollo y aplicacién en la ingenierfa mecénica estable, asi

como en los andamiios de tejido bioldgicamente funcionales 4

Li W. er al. " utilizaron poki(D, L-lactido-co-glicélido)(PLGA), un polimero
biodegradable, cominmente utilizado en ingenieria de tejido. Los autores obtuvieron
membranas electrohiladas con aita porosidad y observaron que se genera suficiente
espacio para el acomodamiento de las células y una ficil difusion de nutrientes, asf como,
Ja eliminacién de subproductos del metabolismo. Por otra parte, concluyeron que las
membranas deben tener altas propiedades eldsticas (mddulo eldstico), asi como, la
deformaci6n son de suma importancia para el uso de estos materiales como andamios 0

soportes en ingenieria de tejido 13l

Matthews et al. *') encontraron que las propiedades estructurales del coligeno en
funcién del origen del tejido tiene una influencia directa en el tipo de tejidos obtenidos.
Encontraron diferentes tejidos tipo I (proveniente de la piel) y tipo III (proveniente de la
placenta). Posteriormente, realizaron una variacion de la concentracién de la solucidn del
coldgeno, €l cual fue utilizado durante la técnica de electrohilado para la obtencidn de
fibras. Estos autores demostraron que es posible disefiar una matriz con propiedades
mecdnicas a medida que se controla la orientacién de las fibras. Estas propiedades
inherentes de la matriz, permite la obtencién de estructuras tridimensionales complejas ¢
ilimitadas. Encontraron también que el coldgeno electrohilado promueve el crecimiento
celular en la matriz, representando asi un material ideal como andamio en ingenieria de

tejidos.
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1. 1% electrohilaron soluciones de colageno/PEQ. Estudiaron su potencial de

Huang et a

la aplicacidn de este material en la cicatrizacién de heridas e ingenieria de tejido.
Obtuvieron ranofibras uniformes de 100 nm a 150 nm de didmetro, observando que las
propiedades mecdnicas de estas nanofibras se podrian atribuir a las fuertes interacciones
intermoleculares entre el PEO y el coldgeno. Con este estudio, propusieron el uso de

estos materiales en la liberacidn controlada de farmacos.

Kanawy et al. *3, Ivestigaron la aplicacidén potencial de la liberacién controlada de
clorohidrato  de tetraciclina embebida en membranas de poli(etilen-co-vinil
acetato)(PEVA) y dcido polildctico, las cuales fueron obtenidas mediante la técnica de
electrohilado.  Observaron que el electrohilado de PEVA en una composicién 30/50
PLLA/PEVA obtenian Jos mejores resultados para la liberacidn de este antibiético.

Doris Klee et al. Y estudiaron el comportamiento  del poli(fluoruro de
vinilideno}PVDF) modificado superficialmente con dcido acrilico, utilizando plasma y
deposicién quimica en fase de vapor (CVD) para determinar su efecto en el crecimiento
de células dseas. En este trabajo se evalué la fijacién y proliferacion de los osteoblastos
primarios humanos sobre las superficies de PVDF modificado. Se encontré que el PVDF

modificado permite el anclaje de este tipo de ¢élulas.

Otros campos, tales como: el biomédico, pohmérico y ciencias de las fibras no han
desarrollado por complete ¢l potencial nano-tecnolégico, por lo que la produccién de
nanofibras actualmente se encuentra aun en niveles de laboratorio y es de extrema

. . N .. . oz s 13
importancia la realizacién de esfuerzos para su comercializacién 13

Por otra parte, esiudios recientes han demostrado que sefiales eléctricas pueden ayudar al
anclaje, acoplamiento y proliferacidn de algunos tipos de microorganismos, asi como a su
diferenciacién **1**!, Se ha demostrado gue la aplicacidén de un-campo ¢léctrico aumenta
la osificacion (formacién de hueso o sustancia 6sea) endocrina, la estimulacién en la
cicatrizacion de heridas cronicas, la regeneracién de nervios, asi como, la ayuda para la

recuperacion de la funcidn en el dafio de la médula espinal en roedores. De esta manera

& a .
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para poder aprovechar el estimulo eléctrico, se ha investigado la incorporacién de
polimeros conductores en los biomaterjales,

27 . . - -,
| estudiaron el entrecruzamiento del quitosin con un

Por ejemplo, Jun Hu et al [
pentamero de anilina para obtener un polimero electroactivo. Este polimero anfifilico
tiene la capacidad de autoensamblarse en micelas con tamafio de 200 a 300 nm. A mayor
porcentaje en un cierto nivel de pentimero, este influye positivamente en la
diferenciaciéon de células neuronales de rata (feocromocitoma PC-12). Este material
pudicra tener aplicaciones en la liberacién controlada de farmacos, asi como en la

aceleracion y en la reparacidn de nervios, sin utilizar impulsos eléctricos externos,

facilitando la extensidn de las neuritas (células nerviosas inmaduras).

2.4 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Saccharomyces cerevisiae (Figura 2.5), es un hongo unicelular incluido dentro del grupo
de las levaduras. Este microorganismo se utiliza de manera industrial en la fabricacidn
del pan, cerveza, vino y otros productos de importancia industrial. El ciclo de vida de las
levaduras se alterna de dos formas bioldgicas, una haploide y otra diploide (las haploides
son aquellos que contiene un solo juego de cromosomas o la mitad “n”, mientras que las
diplotde tienen un nimero doble de eromosomas “2n’). Ambas formas se reproducen de
forma asexual por gemacion, por lo que es uno de los modelos més adecuados para el

estudio de problemas biolégicos.

Esta levadura tiene un sistema eucariota (en este tipo de células, el micleo estd rodeado
por una membrana nuclear, mientras que en las células procariotas no existe dicha
membrana), con una complejidad sélo ligperamente superior a la de las bacterias pero
compartiendo con ella muchas de sus ventajas técnicas, ademds de su rdpido crecimiento,
dispersién de las células y la facilidad con que se replican en cultivos. Por otro lado, la

. . . . - . - 28
ausencia de patogenicidad permite su manipulacién con las minimas precauciones 281

La fase haploide permite generar, aislar y caracterizar mutantes con mucha facilidad,

mientras que en la diploide se pueden realizar estudios de complementacién. Una ventaja

e
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adicional de este microorganismo congsiste en gue se conoce la secuencia completa de su
genoma y s¢ mantiene en constante revision.

Por estas razones, Succharomvces cerevisiae se ha convertido en una importante
herramienta a gran escala de analisis de gendmica funcional, proporcic;nando un punto de
partida para el andlisis de organismos eucariotas mis complejos. Al ser un organismo
unicelular con una tasa de crecimiento répida, la levadura se puede utilizar para los
estudios de células que resultarian muy complicados o COStOSOS €n Organismos
multicelulares **,

Esta levadura puede tener 3 variantes, es decir, que sea: 1. Levadura activa: la cual es
una levadura viable con un conteo de 10 mil a 20 mil millones de células vivas por
gramo, csta levadura se utiliza principalmente como probiético (es todo aquel
microorganismo vivo que administrado en la cantidad adecuada proporciona beneficios
saludables al hospedador); 2. Levadura inactiva: dicha levadura tiene casi nula
viabilidad. El hecho de hacerse inactiva es para aprovechar otras bondades cuando es
fermentada a pH bajo, como es el ser apetecible por ciertas especies que no toleran
ficilmente consumir alimentos de origen vegetal (Felinos, Caninos, entre otros.); 3.
Levadura inactiva enriquecida: en este tipo de levaduras, se aprovechan principalmente
el enriquecimiento orgdnico a partir de algdn micro-mineral, lo que se traduce en la
obtencién de una mejor biodisponibilidad de la misma, por lo que se genera una mejor
retencion del micro-mineral orgénico a comparacién del mineral inorgdnico, asi como,
ana menor posibilidad de intoxicacion siempre y cuando se aplique a dosis

recomendadas. En estas levaduras podemos encontrar las enriquecidas con selenio,

129}

cromo, hierro, zinc, manganeso, cobre, molibdeno, etcétera

Figura 2.13 Imagen de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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2.4.1 Nutricion de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Como es elemental, el agua es un constituyente principal y componente organico,
rnientras que el oxigeno es un componente universal de las células y siempre se encuentra
en grandes cantidades. Las fuentes de carbono utilizadas por las levaduras varian desde
los carbohidratos hasta los aminodcidos, asi mismo exhibe 1a capacidad de vtilizar ciertos
tipos de azicares tradicionalmente empleados para la caracterizacion de las distintas
cepas que esta especie presenta. Entre los azdcares que puede utilizar estin

monosaciridos como la glucosa, fructosa, maltosa y galactosa, entre olros.

Las levaduras ademas de necesitar una fuente de carbono, necesitan fuentes de nitrégeno
como podrian ser el amonio, la urea o distintos tipos de aminoécidos, asi como fuentes de
fosforo. La levadura Saccharomyces cerevisiae no se considera un patdégeno conuin. En
afios recientes ha cobrado importancia su papel oportunista en la sepsis de enfermos de

1301

leucemia y otras infecciones de enfermos de sida ", teniendo que para cada tipo de

microorganismos se debe construir un Medio de Cultivo para balancear la mezcla de los

nutrientes necesarios y concentracién que permitan un buen crecimiento de los mismos
131]
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3.1 JUSTIFICACION

En los dltimos afios, 1a nanociencia ha tenido un impacto potencial en el procesado
tradicional de tos polimeros !", permitiéndonos la manipulacién de las estructuras a
niveles nanométricos y generando importantes aplicaciones tales como: sensores de
gases, sistemas fotovoltaicos de alta eficiencia para la conversién de la energia solar,
materiales con una elevada relacién resistencia/masa para aplicaciones aeroespaciales,
biomédicas, entre otros **. Una de las técnicas mds utilizadas para la obtencién de
materiales a estas escalas es la técnica de electrohilado, ya que provee de membranas
fibrosas. Fstas membranas pueden estar compuestas de fibras naturales o sintéticas,

B4 Algunas de las aplicaciones que se pueden

obteniendo notables propiedades
encontrar son: en la ingenieria de tejido, los vendajes, la ropa protectora para el sector

militar, medios de filtracién, entre ofros.

En décadas pasadas, se han fabricado soportes bioldgicos de cardcter rigido, los cuales
han reportado pérdidas en la tasa celular, debido a los esfuerzos generados por los
pacientes sobre los cuales son aplicados durante su manejo, tal es el caso de las protesis
de nervios. Es por ello que la técnica de clectrohilado, expone una nueva alternativa en la
obtencién de soportes celulares con mayor flexibilidad y de fécil manejo, para evitar o

disminuir las perdidas en la tasa celular.

Estudios recientes han demostrado que las sefiales eléctricas favorecen el anclaje y

ISIT6HM Eg por ello que el uso

proliferaci6n en células sensibles a estas sefiales eléctricas
de materiales inteligentes, en este caso el poli(fluoruro de vinilideno), proporciona la
posibilidad de obtener membranas electrohiladas con caracteristicas ferroeléetricas que

pueden estimular el crecimiento celular, y asi la obtencién de materiales més flexibles.

e e
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3.2 HIPOTESIS

Las miembranas de poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF) obtenidas mediante la técnica de
electrohilado pueden ser utilizadas como soportes de células de Saccharomyces
cerevisiae para ayudar al incremento de la tasa de crecimiento celular, en estado estitico
o con la induccién de esfuerzos mecdnicos (piezocléctrico) sobre las membranas, ya que

éstas generaran un voltaje eléctrico que estimulante ¢l crecimiento celular..

3.3 OBIETIVOS

3.3.1 Objetivo General.

Obtener membranas de nanofibras de poli(fluoruro de vinilidenoPVDF) mediante la
tecnologia de electrohilado capaces de generar un potencial eléctrico que estimule el
crecimiento de células de Saccharomyces cerevisiae, previamente inmovilizadas en las

membranas.

3.3.2 Objetivo Especificos.
= QObtener membranas con alto porcentaje de fase P, las cuales se encuentren a

niveles nanoméiricos mediante la téenica de electrohilado.

»  Comprobar que las membranas de PVDF pueden ser un material inerte en
presencia-de células de Saccharomyces cerevisiae, esto a partir de un estudio de

contacto directo.

= Desarrollar un sistema de oscilacién que imparta movimiento a las membranas de

PVDF para la generacién de un potencial eléctrico.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 REACTIVOS Y MATERIAL DE LABORATORIO
4.1.1 Reactivos.
A contipuacién se presentan los reactivos, polimeros v materiales que fueron utilizados

para el desarrollo de la parte experimental en la presente tesis.

a. Para la elaboracion de las membranas poliméricas se utilizo:

Tabla 4.1 Reactivos utilizados para Ias elaboracidén de Membranas de PYDE,

SIGLAS NOMBRE FORMULA MARCA

PVDF i Poh(fluoruro dc lehdeno) --(CHzCFz)n Y

s s A B T R 7

Kynar 761, Boedeker

DMFE N,N-Dimetilformamida CsH;NO 99.8% Sigma-Aldrich

b. Para la activacion, cinética y resiembra de la levadura Saccharcmyces

. . - Ty -
cerevisiae se utiliza:

Tabla 4.2 Reactivos utilizados en la parte ricrobiolégica para la levadura Saccharoniyces
cerevisiae.

MATERIAL CLAVE MARCA

“Levadura Instantdnea.
. Saccharomyces Cerevisiae.

Extracto de Levadura

Extracto de_Ma]ta

SR S et

Peptona DIFCO Laboratories

Y T S ar TR

© .. Glucosa(Dextrosa) ..

ii_,.__.= FN

Lm«m“h et Sk

BD Bioxon®

Agar Bacteriolégico

I SR
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c. Parala preparacion de la solucion fisiolégica se utiliz:

Tabla 4.3 Reactivo utilizado para la preparacion de la solucién fisiolégica.

__SIGLAS NOMBRE MARCA PUREZA (%)
" .NaCl.. . Cloruro.deSodio * : . “SIGMA :* = .99 =

4.1.2 Material utilizado en el equipo de Electrohilado.

i
4

Fuente de poder

Bomba de Inyeccidn
Plataformas

Soporte Universal

Cables de conexidn tipo Caimén
Jeringa de plastico de 3 mL
Aguja de 22Gx32 mm

Laminas de aluminio purificado, J.T. Baker 0.001""

Y ¥V ¥V WV ¥V ¥ ¥V ¥

Manguera de silicon (o teflén)

v

Pinzas de punta plana

4,1.3 Material utilizado en el Laboratorio.

v

Agitadores Magnéticos

Viales cilindricos de cristal

Y

A7

Parrilla de agitacién magnética con calentamiento

Vasos de precipitado de 25, 50, 100 y 300 mL

v

Campana de Flujo Laminar
Micro pipetas de 100 pL, 1| mL y 5 mL
Puntillas de 100 pL, 1 mL y 5 mL

v V. ¥V ¥

Tubos de vidrio con tapa de rosca
Celdas de UV-vis
Cubre y porta objetos

Bolsas para andlisis de Uro cultivo

Y V. Vv V¥

Cajas petri

e
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¥ Agitador mecdnico Vortex
> Auloclaves (esterilizacidn del material de microbiologfa)

¥ Centrifuga

4.2 EQuiros
4.2.1 Electrohilado,
= Fuente de Poder, Spellman High Voltaje Electronics Corp. CZE1000R 30kV
méximo de salida programable, corriente de 0-300 uA programable.
* Bomba de Dosificacién, Cole Palmer C-74900 sencilla, velocidad de

alimentacién ajustable de 0.2 pL/h hasta 500 pL/h.

4.2.2 Caracterizacién de las membranas de PVDF.

* Espectroscopia Infrarroja por Reflexién Total Atenuada (ATR-IFTR, siglas en
ingles), NOCOLED MAGNA 5500, 110/220V 50/60 Hz, 400-5000 cm™ (1500-
400 cm™).

* Microscopio Electrénico de Barrido (SEM, siglas en ingles), TOPCON SM-510,
detector de energia dispersiva de R-X marca EDAX.

* Rayos-X, Difractémetro SIEMENS messplatz, 7KP2021 a 35 kV y 2.5 mA,
Alemania.

* Andlisis Dindmico Mecinico (DMA, siglas en ingles), DMAQS00 TA Instrument

* Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, siglas en ingles), 2920 Modulado TA

Instrument.

4.2.3 Microbiologia — Saccharomyces cerevisiae.

* Incubadora con agitacidon mecdnica SHAKER, New Brunswick Scientific Co. Inc.
New Jersey USA, 0-100 °C y 1-500 rpm.

= Incubadora LAB-LINE Instruments, Inc. Imperial 11, UL-125L

* Espectrofotémetro UV-vis portdtil HACH — DR/2010, P/N 49300 — 60, 7-8 voits
a 700pA, S/N 001400020312

» Sistema Oscilatorio — MATAVANII0v 12A CIQA; motor 110v CA, regulado
por un circuito basado en un TRIAC de 12A.
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4.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Activacién de la Levadura
Saccharomyces cerevisiae,
obtencién del prekinoculo.‘%‘

Preparacidn de soluciones
de PVDF a diferentes
concentracmnes

I G I -t R LR

I ML X

AT R

AT TG T

Caracterizacién de las
Membranas (seleccién de la
concentr amon)

Recuperacién de la
Biomasa.®

Resuspencdn de la Biomasa
en el Medio de dilucidn
(1/500)

Tratamiento
Térmico 2

Ajuste de la cantidad
cclulas/ rnL

Prueba por Contacto
Directo (Saccharomyces

cerevisiae).

v v

Estatico.”

.. 8
Dinamico.

Caracterizacion y 3 Caracterizacidn y
Evaluacidn. " Evaluacién.

Figura 4.1 Metodologia experimental del proyecto de tesis.
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1. Metodologia experimental utilizada para la caracterizacién de las membranas

electrohiladas.

Caraclerizacion de las
1
Membranas.

FTIR-ATR
Ley de Lambert-Beer

Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM)

O PR e s TR ) et Sl

Y Y

Distribucion de
Diametro de Fibras

Morfologia
(presencia de aglomerados)

(Histogramas)

Figura 4,2 Metodologia experimental utilizada en la Caracterizacion
de membranas..

2. Metodologia experimental utilizada para el Tratamiento térmico sobre las membranas

electrohiladas.

Tratamiento Termico.

FTIR-ATR ® | Microscopia Electrénica de A
Ley de Lambern-Beer : Barrido (SEM) (]

R T

.

Fraccién de fase B

NG L

Y Y

Distribucion de
Didmetro de Fibras
(Histogramas)

2 MDD Y i ¢ AR BRI

Figura 4.3 Metodologia experimental utilizada en el Tratamiento térmico.
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3. Metodologia experimental utilizada en la Activacion de la levadura comercial:

Saccharomyces cerevisiae,

Activacién de la Levadura
Saccharomyces cerevisia,®

A

Preparacion
Caldo YM

Incubacién, 37°C durante
24hrs SHAKER

Figura 4.4 Metodologia experimental utilizada en la Activacién de la levadura,

4. Metodologia experimental utilizado para la obtencién del Inoculo utilizade en la

- cinética de crecimiento y en la parte de contacto el maierial polimérico.

AJuSte del Pre-anCl.ll().4

Figura 4.5 Metodologia experimental utilizado en la obtencién del Inoculo.

|
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5. Metodologia experimental utilizada para la obtencién de las Curvas de la Cinética de

Crecimiento para la levadura Saccharonryces cerevisiae.

Incubacién, 37°C durante
24hrs. SHAKER

v

Gréfica
Tiempo vs. Absorbancia

Seleccién de los
Cultivos a estudio
(8 y 12 hrs.)

Figura 4.6 Metodologia experimental utilizada para a obtencmn de la cinética de
crecimiento, asi como, seleccién de cultivos de 8 y 12 hrs.

6. Metodologia experimental utilizada para la recuperaciéon de la biomasa (paquete

celular) y Resuspensidn celular.

Recuperacion de la
Biomasa.®

Lavados c/centrifuga,
12000 1pm por 10 min.

Resuspension
Celulal

Figura 4.7 Metodologia experimental utilizada para la rccuperacién dela blomasa y
resuspension celular,

‘EF=m== | Centro de Investigacién en Quimica Aplicada




Desarrolio Experimentall 41

7. Metodologia experimental utilizada para el estudio del comportamiento de las células
de Saccharomyces cerevisiae en contacto con la membrana de PVDF de manera estatica

para ¢l cultivo de 8 horas.

Estatico.’
Cultivo 8 horas.

— .

Muestra tiempo
cero, L8TO

v
Membrana de PVDF

Cultivo en medio
de dilucion YM

Cultivo en medio
de dilucién YM

v v
Lavado c/soluciéon i
fisioldgica

Lavado c/solucidn
fisiolégica

Diluciones
Seriadas

Incubacidn, 37°C durante  §
24hrs. SHAKER

Siembra en caja
c/Medio de
Cultivo YM

SRR Y e Dt 5

Conteo UFC, cdmara
Neubawer/Microscopio

Figura 4.8 Metodologia experimental utilizada para el cultivo de 8 horas de manera estdtica y
su caracterizacion.

Para el cultivo de 12 horas de forma estédtica se siguid el mismo procedimiento descrito

en el diagrama presentado en la Figura 4.8.
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8. Metodologia experimental utilizada para el estudio del comportamiento de las células
de Saccharomyces cerevisiae en contacto con la membrana de PVDF sometidas a un

esfuerzo mecdnico y sin €l, para el cultivo de {2 horas.

Dindmico.®
Cultivo 12horas.

+

Muestra tiempo
cero, L8TO

Muestra tiempo  [f
24 hrs., L8T24

Membrana

LT AL

v
Membrana de PVDF  §

I e = s

Rt

Cultivo en medio
de dilucién YM

Cultivo en medio
de dilucién YM

Tncubacién, 37°C durante

i Incubacion, 37°C durante
24hrs. SHAKER

24hrs, SHAKER

Esfuerzo Mecdnico
Lavado ¢/solucién |

fisiolégica

’ .
Diluciones : -
Seriadas Lavado ¢/solucién |
fisiolégica

Siembra en caja
c/Medio de
Cultivo YM

Conteo UFC, cdmara
Neubawer/Microscopio

Figura 4.9 Mctodologia experimental utilizada para el cultivo de 12 horas
sometidas a un esfuerzo mecanico y sin €l asf como su caracterizacién,

e ——

e T —— )
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4.4 ELECTROHILADO DE LAS MEMBRANAS POLIMERICAS DE PVDF

4.4.1 Preparacién de las soluciones poliméricas.

Las soluciones de poli(flucruro de vinilideno)}{PVDF) se prepararon en dimetilformamida
(DMF) a diferentes concentraciones de 14 al 20% (p/v). Estas soluciones se calentaron a
60 °C'y puestas en agitacion durante un periodo de 24 horas,con Ia finalidad de permitir
la completa dilucién del polimero en el disolvente. Con estas soluciones se procedid a la

obtencién de las membranas por la técnica de electrohilado.

4.4.2 Elecirohitado de las soluciones poliméricas.

Las membranas de PVDF se obtuvieron con las soluciones previamente preparadas (14 a
20% (p/v)). Para ello se utilizé un equipo de electrohilado, el cual consiste en una fuente
de poder, una bomba de dosificaci6n, colector y jeringa de plastico. Para la preparacién
de las membranas, se colocé la solucién polimérica en una jeringa, la cual se posicionsd
sobre la bomba de dosificacion. En la punta de la aguja se conecté un caimén metilico
que se encuentra tmido a la fuente de poder (electrodo positivo), y posteriormente se
colocé a una distancia de 15 cm de la aguja una pantalla colectora de aluminio (electrodo
negativo). Para obtencidn de las membranas, se aplicé un valtaje de 15 KV con una

corriente de 30 LA y un flujo de dosificacién de la solucién polimérica de 0.5 mL/h 1,

El conienido de la fase P en las membranas de PVDF se cuantificé mediante
espectroscopia infrarroja por reflactancia total atenuada (FTIR-ATR) para obtener el
porcentaje de fase  presente en las membranas. La difraccién de rayos-X y Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) fueron empleadas para la caracterizacion general del
material polimérico. La Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) fue empleada para la
obtencién de la distribucién de didmetros de las fibras, asf como, la morfologfa de las
membranas obtenidas y Andlisis Dindmico Mecdnico (DMA) para evaluar el
comportamiento meéénico de las membranas de PVDF a diferentes temperaturas bajo un

esfuerzo determinado.

St
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4.4.3 Tratamiento Térmico.
Las membranas que se obtuvieron a partir de la técnica de electrohilado fueron colocadas
en una estufa a diferentes temperaturas (40, 60, 80, 100, 120 y 140°C) durante un periodo
de 2 horas !, esto se hizo con el proposito de reblandecer al polimero en las membranas
y aumentar el porcentaje de fase § presente en la muestra. Dichas membranas se
caracterizaron mediante FTIR-ATR para obtener el porcentaje de fase ff presente en las

muestras y mediante SEM para observar el cambio en la morfologia después del

tratamiento térmico.

4.5 EsSTuDiO DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

4.5.1 Microorganismo utilizado como Modelo Bioldgico.
El microorganismo utilizado en el estudio fue la levadura Saccharomyces cerevisiae, el

cual fue obtenido a partir de un producto comercial de la marca NEVADA,

4.5.2 Preparacion del Medio de Cultivo.
Para el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae se utilizéd el medio de
cultivo YM P! el cual se preparé a partir de:

Tabla 4.4 Medio de Cultivo YM utilizado en la preparacion de
Saccharomyces cerevisiae.

CANTIDAD
COMPONENTE
(g/L)
Extracto de Levadura 3
Extracto de Malta 3
Peptona 5
Dextrosa 10
Agar Bacteriologico 20

Tomando como base la formacion descrita en la Tabla 4.4, se pesaron los componentes

matraz de 300 mL y se disolvieron en agua destilada, teniendo en cuenta que para la

o e
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preparacion del medio liquido se utiliza la misma formulacién a excepcion del agar

bacterioldgico.

4.5.3 Preparacion del Pre-inoculo.

Para la activacién de la levadura Saccharomyces cerevisige, Se Prepararon matraces
elenmeyer de 50 mL conteniendo medio de cultivo, el cual se esterilizé en Autoclave a
121 °C/ 103 kPa / 15 min. Una vez esterilizado el medio y bajo condiciones estériles
utilizando una campana de flujo laminar, se procedié a inocular el medio adicionando 10
mg de la levadura comercial. Posteriormente el cultivo fue puesto en un agitador

mecanico (SHAKER) a una temperatura de 37 °C y 200 rpm por un periodo de 24 horas.

4.5.4 Preparaciin del Inoculo.

Al término de las 24 horas de activacion, el cultivo se retiro del agitador mecdnico y
colocado en un refrigerador a baja temperatura para detener la tasa de crecimiento
celular, obteniendo asi el pre-inoculo. Simultdneamente se prepararon 100 mL del medio
tiquido YM, el cual fue colocado en tubos con tapa de rosca y finalmente esterilizados en
un Autoclave. Posteriormente s¢ agregaron 4.5 mL del pre-inoculo en un tubo con tapa de
rosca, el cual contenia aproximadamente 10 mL de medio liquido YM previamente
esterilizados, y se agité por medio de un agitador mecdnico (vortex). Este procedimiento
se realizo para asegurar una distribucién homogénea de la biomasa (células de levadura)

en el medio liquido (suspensién celular).

A partir de la suspension celular, se tomaron 2 mL, los cuales se colocaron en un
espectrofotémetro de UV-vis a una longitud de 298 nm, y consecutivamente obtener la
lectura de la turbidez de la suspensién. El ajuste de esta suspensién celular se realizé
hasta alcanzar un valor de 0.5 de absorbancia, ya que en suspensiones celulares este valor
es directamente proporcional a un estimado de células presentes en la suspensién con un
valor de 500,000 célutas/mL ™!, teniendo finalmente un control en la cantidad de células

alimentadas por unidad de volumen en los pasos subsecuentes.
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4.5.5 Cinética de Crecimiento.

Para el desarrollo de los estudios cinéticos, se preparé un matraz con un contenido de 200
mL de medio liguido, esterilizado previamente de acuerdo a lo descrito anteriormente,
Posteriormente, se inoculo el matraz agregando 5 mL del inoculo preparado en el punto
4.5.4. Finalmente, se colocé en un agitador mecdnico a 200 pm y una temperatura de
37°C.

Durante la cinética de crecimiento de la levadura, se efectué la toma de muestras en
tntervalos de una hora. A cada muestra tomada se le midi6 la absorbancia utilizando un
espectrofotémetro de UV-vis registrando los cambios de la absorbancia (en funcidn de la
turbidez) como una medida del crecimiento celular en el cultivo. Una vez que se
registraron cambios de absorbancia significativos, se procedié a tomar muestras del
cultivo en intervalos de media hora hasta legar a una meseta de valores de absorbancia
constantes. A partir de este punto se volvieron a tomar muestras en intervalos de una hora

completando un periodo de experimentacién de la prueba total de 24 horas.

Los estudios cinéticos se desarrollaron tres veces para confirmar el comportamiento de Ia

curva de crecimiento celular de Saccharomyces cerevisiae (Cinética de crecimiento).

4.5.6 Desarrollo de fos Cultivos a 8 y 12h.

A partir de [a curva de crecimiento celular, se propuso obtener dos cultivos celulares a 8
y 12 horas, ya que a estos tiempos las células de Saccharomyces cerevisiae se ubican
dentro de la fase logaritmica, y por 1o tanto las células tienen la maxima velocidad de
divisién celular. La toma de los cultivos a tiempos de 8 y 12 horas se realizé con el
proposito de estudiar el efecto y comportamiento de los cultivos en contacto con la matriz
pohimérica. Los cultivos fueron preparados en dos matraces elenmeyer con 200 mL del
medio liquido previamente esterilizados, los cuales signieron el procedimiento efectuado
para la obtencién de la cinética de crecimiento anteriormente mencionado. Estos matraces
fueron retirados de la incubadora a tiempos de 8 y 12 horas. Consecutivamente los
matraces se colocaron en el refrigerador para detener el aurnento de Ia biomasa contenida

en los cultivos.
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4.6 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA MEMBRANA ELECTROHILADA DE PVDF

SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA LEVADURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE

4.6.1 Estudio del efecto de Ia membrana sobre el crecimiento de S. cerevisiae
mediante resiembra en placa.

Se prepararon membranas de PVDF por medio de 1a técnica de electrohilado, 1as cuales
se colocaron dentro de cajas petri. Posteriormente se prepard un medio de cultive YM
(con agar) y se esterilizé. El medio de cultivo se colocé en viales de 5 mL previamente
esterilizados, esto en cantidades aproximadas de 4mL, a los cuales se les agregd una
cantidad de 100 pL de una suspensién celular de un cultivo de 8 horas v se mezcld, Al
€rmino de la mezcla del cultivo con el medio de cultivo se vertid en las cajas petri, las
cuales contenian las membranas de PVDF, y finalmente fueron colocadas en una

incubadora a una temperatura de 37 °C durante un periodo de 24 horas. (Figura 4.10)

Figura 4.30 Fotografia de 1a siembra en caja petri de forma directa (cualitativo).

4.6.2 Estudio del efecto de las membranas electrohiladas de PVDF sobre el
crecimiento de Saccharomyces cerevisine mediante el Método de Contacto Directo.

Para este estudio, los cultivos de 8 y 12 horas fueron centrifugados a una temperatura de
20 °C y 12,000 rpm para la obtencién de la biomasa celular. Dichos cultvos faeron
lavados con solucién fisiolégica y posteriormente re-suspendidas en un medio de dilucién
17500, este medio de elaboré a partir de | mi. de medio liquido en 500 ml de agua

destilada, y distribuidos en tubos con tapa de rosca previamente esterilizados. (Figura
4.17)
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Figura 4.11 Biomasa de los cultives de 8 y 12 horas re-suspendidas en
un medio de dilucion.

4.6.3 Conieo Celular,

El conteo celular se realizé preparando dos tubos con tapén de rosca conteniendo 9.9 mL
de solucién fisiol6gica, los cuales fueron esterilizados previamente. Para el cultivo de 8
horas se tomd uno de los tubos esterilizados y se le agregé 0.1 mL de la biomasa de 3
horas re-suspendida en el medto de ditucién y se agito utilizando un agitador mecdnico.
Por medio de una micropipeta se tomd una gota de 1a nueva suspensién (0.7 pL de la
biomasa de 8 h en el medio de dilucién + 9.9 ml. de agua destilada), la cual fue colocada

en una cimara de conteo Neubawer y ésta, a su vez, puesta en un microscopio Gptico.

La cdmara Neubawer esta compuesta de dos cuadriculas principales, cada una de ellas en
los extremos de la cAdmara como se observa en la Figura 4.12. Estas cuadifculas, a su vez
se encuentran divididas en 4 sub-cuadriculas, por lo gue para la obtencidén de los valores
de células totales, se cuentan la cantidad de células presentes en cada una de las sub-
cuadriculas de cada una de las cuadriculas principales y posteriormente se calculd un

promedio,

Finalmente, se reporta el valor total de células de levadura Saccharomyces cerevisiae por
cada mililitro de la suspension, la cantidad total de células es afectado por un valor de 107

debido a el factor de diJucién de la camara.

. : -
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Figura 4.12 Imagen de un Microscopio Optico y ¢l esquema de una cdmara
Neubawer,

A partir del conteo se ajusté la suspensién celular a un valor estimado de células por
unidad de volumen de 750,000 células/mL. Finalmente, se realizé el mismo
procedimiento para el cultive de 12 horas. En ambos casos estas suspensiones celulares

se utilizaron para la prueba de contacto directo.

4.6.4 Prueba de Contacto Directo.

A partir de las membranas electrohiladas de PVDF, se prepararon muestras de 2.2cm2, las
cuales se colocaron sobre portaobjetos y éstos, a su vez, fueron puestos en cajas petri.
Posteriormente se agregaron 100 pL de la biomasa (obtenida en los cultivos de 8§ y 12
horas) en el medio de dilucién sobre las membranas de PVDF, las cuales fueron cubiertas

mechante un cubre objetos y finalmente tapadas.

Los blancos o referencias se prepararon mediante el mismo procedimiento descrito
anleriormente, pero en ausencia de las muestras (las membranas electrohiladas de
PVDF). Ambas muestras (blancos, muestras) se realizaron en las mismas condiciones, tal

como se muestra en la Figura 4.13.

La nomenclatura utilizada para la identificacién de las muestras se describe en la Tabla
4.5.
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Tabla 4.5 Nomenclatura para las muestras utilizadas en el Método
de Contacto Directo.

Identiﬁcacién Descripcion
. L - muc<;Ua de los: cultwos
A 8 y 12 h1s

- blanco de los cultlvos
a 8y 2 hrs

R N

'tlf:rllpO ccro O

Gltimos d1g1to€ -
. numero de muestra

g, e o

La muestra y el blanco se manejaron de dos formas:

a) A tiempo cero: A partir de las muestras y los blancos preparadas anteriormente se
prosiguid al lavado en bolsas estériles (bolsas para uro cultivo), las cuales se les
adicioné 10 mL de solucién fisioldgica estéril, esto fue realizado por cada
muestra.

Dichas muestras fueron preparadas para el cultivo de 8 horas (L8TC, BL8TO), asi
como para el cultivo de 12 horas (L12T0, BL12T0), tomando en las mismas
condiciones el blanco de las muestras. Posteriormente de cada una de las bolsas
de lavado se realizaron diluciones en tubos de tapa de rosca, ¢l cual consistié en Ia
toma de 1mL del agua de lavado contenida en la bolsa estéril y agregado en un
tubo con 9mL de solucién fisiolégica estéril y asi sucesivamente hasta Hegar a la
dilucién de 10° (el valor obtenido se encontrara afectado por 1,000,000 debido a
la dilucidn). De las diluciones realizadas se tomé 1 mL de cada una de estas y se
sembré en caja en un medio YM, finalmente se colocaron en una incubadora a

37°C durante un periodo de 24 horas.

b} A tiempo 24: Las muesiras utilizadas para los cultivos de 8 horas (1.8T24,
BL8T24) y 12 horas (L12T24, BL12T24) se colocaron en cajas perti con sus
respectivos blancos y puestos en un recipiente con agua destilada, esto con la

finalidad de mantener ta humedad relativa y de esta manera evitar que se sequen
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debido a la ausencia de medio liquido, posteriormente fueron colocadas en una
incubadora a 37°C durante 24 horas. (Figura 4.5) Al término del periodo de
incubacién se procedié a realizar el recuento de células viables aplicando la
misma metodologia utilizada a las muestras de tiempo cero. (Figura 4.14)

BLETO

BLI1ZTO

>  Tiempo cero

3  Tiempe 24

§ —— 7 0

Figura 4.13 Esquema de la preparacion de las muestras para tiempo cero y
tiempo de 24 horas.

Figura 4.14 Esquema utilizado en las diluciones realizadas para
la prucba por Contacto Directo.
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Al termino del periodo de incubacién de las muestras a tiempo cero, asi como para las de
24 horas, de los cultivos a 8 y 12 horas, se realizé un registro de las unidades formadoras
de colonias (UFC) con un conteo directo en las cajas petri de cada una de las muestras
L8TO(1,2,3), BL8TO, L12T0(1,2,3), BLI2T0, L8T24(1,2,3), BL8T24, L12T24(1,23) y
BLI2T24. (Figura 4.15)

Figura 4.15 Imagen de una caja petri, donde se muestra las UFC.

4.7 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA MEMBRANA ELECTROHILADA DE PVDF
BAJO UN ESFUERZO MECANICO, SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA LEVADURA
SACCHAROMYCES CEREVISIAE- PRUEBA DEL SISTEMA DINAMICO.

Para el desarrollo de la prueba se preparé un cultivo de 12 horas de acuerdo al
procedimiento mencionado anteriormente en el punto 4.5.5 (recuperacién de la biomasa,
re-suspencidén de la misma en un medio de dilucion y ajuste del nimero de células
presentes por cada mililitro de la suspencién celular), este procedimiento fue llevado a
cabo para tener un control en el niimero estimado de celulas de Saccharomyces cerevisiae

por unidad de volumen que se siembran al inicio del experiemtno.

4.7.1 Preparacién de los portamuestras y las membranas de 18% (p/v) de PVDF.
Se obtuvieron membranas de 18% (p/v) de PVDF a partir de la técnica de electrohilado
anteriormente mencionado, las cuales fueron puestas en unos portamuestras de

polipropileno debido a la facilidad de manejo y uso para poder darle la forma necesaria
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para dicho experimento (Figura 4.16), dichos porta muestras fueron colocados en alcohol
etilico para su desinfeccion y esterilizacién. Posteriormente se colocaron las membranas
de PVDF en los portamuentras, quienes actudn como anclaje de la membrana para poder’

someterias a un Sisterma Oscilatorio.

Figura 4.16 Imagen de los porta muestras ntilizados para el anclaje
de 1a membrana de PVDF.

Se prepararon dos porta muestras, el primero serd sometido a la deformacién mecdnica y
un segundo que actuard como blanco en dicho experimento el cual no tendrd alguna

deformacidn de la membrana.

4.7.2 Prueba en ¢l Sistema Oscilatorio.

Se utilizé un Sistema Oscilatorio, el cual fue fabricado en CIQA. Este sistema consta de
un motor de 110 volts—CA, el cual se encuentra regulado por un circuito basado en un
TRIAC de 12A {componente eléctrico que funciona como una llave, el cual trabaja con
cowriente eléctrica), en el cual se colocd el porta muestra con 100 pL de la suspension
celular (Figura 4.17). Todo el procedimiento se realizé en un ambiente estéril. A su vez

se sembrd con un blanco con la misma cantidad (100 pL.) de 1a suspensién celular,

Figura 4.17 Imagen de una de las muestras en el porta muestra de polipropileno al ser
scmbrada con 100 pL de la suspension celular de Saccharomyces cerevisiae sobre una
membrana de PVDF (18% en peso).
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Dichas muestras fueron selladas para evitar la evaporacion de la suspension celular como

se muestras en la Figura 4.18.

Figura 4.18 Imagen del porta muestras utilizado para el sistema oscilatorio, el
cual contiene la muestra, la suspensién celular y esta sellado al ambiente.

VoLl e b 5 P, S st bk

Figura 4.19 Esquema del Sistema Oscilatorio ~ MATAVAN110v 12A CIQA.

Finalmente, se colocd en el sistema oscilatorio con la muestra y el blanco dentro de una
incubadora a 37 °C durante un periodo de 24 horas, como se muestra en la Figura 4.20.

o
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Figura 4.20 Imagen del Sistema Oscilatorio - MATAVANT10v 12A CIQA en
una incubadora LAB-LINE UL-125L a 37°C.

4.7.3 Recuento de Células Viables.

Una vez concluida la exposicién de las membranas inoculadas en el sistema oscilatorio,
las muestras fueron lavadas en bolsas de uro cultivo en un volumen de 10 mL de solucidn
fisiolégica y posteriormente se hicieron diluciones de las mismas desde 10" a 10, siendo
fas iltimas tres diluciones, Ias que se utilizaron para determinar las UFC. (Figura 4.21)
Posteriormente, se prepararon 100 mL de medio de cultivo YM (con agar) para la

siembra en caja de las dltimas diluciones, los cuales fueron esterilizados y vaciado en las

cajas petri con ImT.de 1a dilncidn corresnondiente.

Figura 4.21 Esquema de diluciones otilizado para la prueba del S:‘srema
Dindmico.

Las cajas petri fueron colocadas en una incubadora a 37 °C durante un periodo de 24

horas y posteriormente contadas de forma directa (UFC).

R
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

: 3.1 ELECTROHILADO DE LAS MEMBRANAS POLIMERICAS DE PYDF

5.1.1 Electrohilado de las soluciones poliméricas.

A partir de la técnica de electrohilado se obtuvieron membranas de poli(fivoruro de
vinilideno) a concentraciones del 14 al 20% en peso del polimero en un tiempo de

oblencién de 30 min cada una. (Figura 5.1)

Figura 5.1 Imagen de una membrana de 14% en peso del PYDF obtenida
por la técnica de electrohilado.

5.1.1.1 Espectroscopia infrarroja de reflexion total atenuada (FTIR-ATR).

A pair[ir de las membranas obtenidas mediante la técnica de electrohilado, se realizd la

caracterizacion pertinente para cada una de las membranas de PVDEF. Por FTIR-ATR se
# analizaron las muestras en el intervalo de nimero de onda de 400-1000cm™. A partir de

esta informacién y aplicando la ley de Lambert-Beer, se utilizaron los coeficientes de
. absorcion molar de K, = 6.1 x 10" y Kg =77 x 10* em*mol a 763 y 839 cm”

caracteristico de las fases a y p "y se determiné la fraccion de 1a fase B presente en las

membranas con diferente concentracién de PVDF.
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Tabla 5.1 Fraccion de lase B presente en las muestras del 14 al 20% de PYDE
obtenidas mediante 1a ley de Lambert-Beer.

% (p/v)

de PVDF F(p)
214 2109192
.. e 0.8747
L8 T 0.88577

20 0.8310

El compdrtamiento de la fraccion 3 en funcidn de la concentracién de PVDF (p/v) en las
membranas electrohiladas es reportado en la Tabla 5.1. Se observa una disminucién de la
fraccién P a medida que se incrementa la concentracién. Este comportamiento puede ser
atribuido a las interacciones que presentan las soluciones en los sistemas polimero-

solvente, asf como, las propiedades fisicas de estas soluciones electrohiladas ',

o o 0,/
H>:N\ o H>\_N\ H N\

Figura 5.2 Formas resonantes del N.N-dimetilformamida,

Figura 5.3 Esquema de posible interaccién entre el DME y el PVDF,

=== | Cenfrode Investigacion en Quimica Aplicada




Resaltados vy Discusiones! 59

Estas interacciones intermoleculares pueden ser presentadas entre las cadenas del PVDF
y las moléculas de DMF durante la cristalizacién, induciendo de esta manera una
conformacién planar toda TRANS de las cadenas de PVDF "'y asi, el aumento de la fase
polar () presente en las membranas electrohiladas. Dicho acomodo es favorecido debido
a la alta electronegatividad que se presenta entre los dtomos de fluoruro, en comparacion
con los dtomos de carbono, obteniendo de esta manera una fuerte interaccién

intermotecular C-F ",

0,95
1 0.9192
[

.90 \ 0.8747
: $

T+ 0.8577
0,85 -

0,80 1

75 o

0,70 -

1 ‘ 0.8310
0,65 .

F(B)

0,60 —~

(155

0,50 . . ; . , . -

14 16 18 20
% PVDF en solucion

Figura 5.4 Grafica F(B) vs. %PVDF en solucidn, para las soluciones del 14, 16, 18 y 20%.

La muestra que registrd un mayor valor de fraccion B, es la que contiene 14% (p/fv), con
un valor de fraccién B de 0.9192. Asi mismo, a medida que aumenta la concentracién de
PVDF, se incrementa la variabilidad de los valores de p de una membrana a otra (Figira
5.4). Este comportamiento puede ser atribuido a la los pardmetros internos duranic ¢l

81 Con el aumento de la concentracién de PVDF en las

proceso de electrohilado
soluciones, se incrementa la viscosidad, dicho pardmetro se ha reportado dentro del
régimen semidiluido sin entrecruzar para el caso de polimeros lineales en DMF ",

Debido a esto, la formacién de fibras puede depender directamente de la concentracién
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M0 yva que la formaci6n de los coatro tipos de modificaciones

del polimero en 1a solucicdn
criétalogréﬁcas del PVDF, esta en funcidn de la velocidad de evaporacién del solvente, la
temperatura y la polaridad del mismo """, En la literatura se han empleado mezclas de
solventes, esto con el fin de aumentar fa polaridad, asf como, la velocidad de evaporacién

del mismo y generar un aumento en la fraccién B presente en fas muestras {0101,

5.1.1.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM).
Se¢ obtuvieron micrografias a 2000x mediante microscopia SEM de las soluciones de 14

al 20% en peso de PVDF las cuales exhibieron las siguientes morfologias y distribucién

de didmetro de las fibras:

Frecuencia
i

NS NN N

¢ = AR AT S S B S e e e R
qQ S0 b 150 '.’UU.TSU SO0 330 A0 430 500 550 60U 650 TO0 TI0 8
Diametros de Fibras, nm

5 ]

25

Frecuencia

T T T s T T v T T 1] T T T T T il
] RO 100 ASn 208 150 300 IS¢ 4 450 00 550 60B K5I TR0 TSI Koo
Diametro de Fibras, nm

Figura 5.5 Micrografias ¢ Histogramas del didmetro de fibra de las membranas de
PVDF a concentraciones del 14 y 15% en pEeso.
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de PYDF a concentraciones del 16, 17, 18% en peso.
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Figura 5.7 Micrograffas ¢ Histogramas de} didmetro de fibra de las membranas
de PVDF a concentraciones del 19 y 20% en peso.

Se observa que la concentracién del polimero, es una variable efectiva para el control de

la morfologia de las fibras electrohiladas, debido a que las fluctuaciones que se pueden
o

generar en el sistema de electrohilado estdn en funcién de la concentracién del polimero

en las soluciones MY,

En las Figuras 5.5, y 5.6, se observa el cambio en la morfologia de las membranas
obtenidas mediante la técnica de electrohilado a las diferentes concentraciones de PVDF
en DMF. Se observa que fa membrana perteneciente a la concentracién de 14% (p/v),
muestra un intervalo de didmetro de fibras més estrecho (50 a 250 nm) en comparacion
de las otras concentraciones, mientras que para las membranas subsecuentes, se presenta

una distribucién de didmetro de fibras mas amplia. Esta distribucién de didmetro de fibras
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se encuentra desde valores de 50 nm hasta los 400 nm, los cuales se ubican dentro del

rango reportado de didmetro de fibras obtenidas mediante la técnica de electrohilado

Por otra parte, en las micrografias se observd la presencia de nudos {aglomerados del
material), los cuales disminuyen en las membranas de 16 y 18% (p/v)-de PVDF. Se ha
reportado que el uso de mezclas de solvente polares ' favorecen a la formacién de la
fase mas polar, asi como una disminucion en la presencia de estos nudos debido a el

aumento en la velocidad de evaporacion, como en las interacciones polimero-solvente.

La formacién de fibras a partir de una solucion polimérica, esta estrechamente
relacionada con el tipo de solvente, la temperatura y la concentracién del polimero ''®1. En
el caso de soluciones poliméricas de PVDF/DMF, se observé el favorecimiento de las

interacciones polimero-solvente sobre las interacciones polimero-polimero .

Las membranas de 16 y 20% (p/v) de PVDF exhiben un incremento en el didmetro de las
fibras, las cuales se encuentran comprendidos entre 200 y 600 nm, asi como, de 100 a
700 nm respectivamente. La membrana del 20% presenta una morfologia parecida a
listones o de fibras aplastadas.

Tahbla 5.2 Distribucidén de didmetro de fibras para las diferentes
concentraciones de PVDF en DMF, '

Mayor
Rango de diametro de
% PYDF cantidad de
Fibras (nm)
fibras (nm)

14 50-250 50-150

15 50-300 100-150
16 200-600 200-400
17 0-400 100-200
18 130-500 150-350
19 100-350 100-250
20 100-500 200-300
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A partir de 1a informacién reportada en la Tabla 5.2, asi como, de la morfologia y la
fraccién de fase p presente en las membranas de PVDF, se eligié la solucién con un
conteniendo de 18% (p/v) de PVDF para llevar a cabo los experimentos de
inmovilizacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae, ya que se buscé un equilibrio
entre Ja distribucién de didmetro de fibras, la cantidad presente de nudos vy la fraccidn de
fase  para el uso de la membrana como un potencial soporte celular. La membranas de
18% (p/v) de PVDF, mostraron una distribucién amplia, proporcionando una red mis
uniforme (menor cantidad de nodos o aglomerados del material presentes), que permita
ser utilizado como soporte en células de Saccharomyces cerevisiae, debido a que este tipo

de membranas son redes no-tejidas altamente porosas 1.

La membrana de 18% (p/v) de PVDF reporté un valor de fraccién B de 0.8577 (Tabla
5.1}, dicho valor es de gran importancia en este tipo de materiales (' *% debido que al
incremento de la fase B (cristal mas polar), es muy importaute para Ia obtencion de un

material electroactivo y con caracteristicas piezoeléctricas y piroeléctricas P 1111

5.1.2 Tratamiento Térmico.

Se prepararon membranas al 718% (p/v} de PVDF, las cuales fueron caracterizadas
mediante FTIR-ATR antes y después de ser sometidas a tratamientos térmicos desde 40
hasta 140 °C en incrementos de 20° durante un periodo de 2 horas en una estufa de
secado, esto con el fin de estudiar el comportamiento térmico de las membranas, asi
como, si tal tratamiento induce un aumento en la fraccion de la fase f presente en las

membranas electrohiladas.
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Figura 5.7 Grifica de la membrana de 18% en peso del PVDF a diferentes
temperaturas, fraccidn de § “F(b)” vs. Temperatura en °C.

A partir de los datos obtenidos mediante la téenica de FTIR-ATR, se graficé la fraccion
de la fase B presente en las membranas al 18% (p/v) de PVDF en funcién de la
temperatura, los resultados obtenidos se presentan el la Figura 5.7, donde se observa que
al someter Jas membranas electrohiladas'a las diferentes temperaturas, se genera ui
menor efecto sobre el cambio en el contenido de la fraccién B. Este efecto se puede
atribuir a que a medida que aumenta la temperatura, las cadenas de PVDF se relajan
debido a la energia generada en el sistema. Esta relajacién es tal que solo afecta la
fraccion de la fase f, la cual se encuentra conferida a la fase cristalina del polimero, pero
no lo suficiente para perder el orden general del sistema. A excepcion del cambio
observado a la temperatura de 80 °C, ya que a esta temperatura se presento la mayor
caida relativa de la fraccin de la fase B. Este comportamiento se observa en la mayorfa
del rango de temperaturas. Se observé que a la temperatura de 140 °C, aparece un
Incremento en la cantidad de fraccién B, dicho comportamiento no es el esperado por la
tendencia presentada en la Figura 5.5. Por otra parte, se observé una tendencia a la
disminucién de la fase B (la cval corresponde a un menor orden cristalino). Se ha

encontrado en la bibliografia, que existe una perdida del orden (fase B) en las fibras
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electrohiladas de PVDF a una temperatura de 125 °C durante un periodo de exposicién de
12 y 24 horas P! En este trabajo se reportan valores similares a los ya reportados, debido
a que a temperaturas cercanas de 120 °C se encuentra el menor valor de la fraccién de la

fase .

4.1.2.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM).
De los tratamientos térmicos realizados se tomé la muestra de 80°C y se analizd mediante
microscopia (SEM) a 2000x, observando el siguiente comportamiento en la morfologia

entre la muestra antes y después del tratamiento.

Figura 5.8 Micrografias de una membrana de 18% en peso de PVDE antes y después del
tratamiento térmico de 80°C. s.4.: sin tratamiento térmico; e.£.: con tratamiento térmico,

En la Figura 5.8, se observa que después del tratamiento térmico de 80 °C se inicia la
formacién de nodos de mayor tamafio, lo cual puede ser debido a la unidn de diferentes
fibras, no obstante se conserva una distribucién de didmetros de fibra similar a la inicial.
La conservacién de la morfologia en las membranas, puede deberse a que no se provoca
el suficiente desorden molecular (tiempo de exposicién de la membrana al tratamiento

térmico).

5.1.3 Analisis Térmice (Calorimetria Diferencial de Barrido).
Las membranas de 18% (p/v) de PVDF se caracterizaron mediante calorimetria
diferencial de barrido. En la Figura 5.9 se muestran las curvas de calentamiento y

enfriamiento obtenidas para este tipo de material. Se observa que para la temperatura de
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fusion (Tm) el valor obtenido fue de 170 °C, mientras que para la temperatura de

cristalizacion el valor es de 136°C (Fig. 5.9a v 5.9b, respectivamente).

El PVDF es un material policristalino, debido a esto el contenido cristalogrifico de las
muestras estin en funcién de las interacciones presentes polimero-solvente. Por esta
razéu, los valores reportados en la literatura de las transiciones térmicas de primer ordeit
varian. Esta variacién puede ser presentada incluso dentro de la misma fase obtenida, asi
como, de la fraccién de estas presente en las muestras. Asi mismo, se pueden encontrar
diferentes valores en los picos de fusidn dependiendo de las fases I, II y I (que se
refieren a la fase «, B y y) que han sido encontradas por su diferente naturaleza fel

encontrandose muchas veces dentro del rango de 160 a 200 °C °1,
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Figura 5.9 Curvas de DSC, a) temperatura de tusion, b) temperatura de
cristalizacién; en una membrana del 18% (p/v) de PVDF.

En la curva de calentamiento no se alcanza a observar la temperatura de transicion vitrea
{Tg), debido a que se encuentra a temperaturas por debajo de la temperatura de cero °C.
Asi mismo, se realiz6 un andlisis termodinamico para confirmar el valor de la Tg para las

membranas electrohiladas de PVDE.

5.1.4 Analisis Mecanico Dindamico.

La membrana de PVDF al 18% (P/V) se caracterizé por medio de analisis mecénico
dindmico (DMA). En la Figura 5.70, se graficé el modulo eldstico, Tan § en funcién de
ta temperatura. Se observé la presencia de dos zonas importantes en el PVDF. La primera

zona va de -50 °C a 0 °C, la cual es atribuida a la presencia de la fase B en las

e
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membranas, mientras que la segunda zona es atribuida a la fase o, en el intervalo de S0 a
150 °C. Para ambos casos, las zonas encontradas en este tipo de muestras coinciden con
los reportados previamente ©1.

El valor del modulo eldstico encontrado fue de 5.55 Pa @ 25 °C, dicho valor es menor
que al reportado por otros autores " a temperatura ambiente (aprox. de 8.4 Pa). La
temperatura de transicion vitrea (Tg) que se midié mediante DMA se encontré alrededor

de -27 °C,
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Figura 5.10 Curvas de DMA de una membrana de 18% (p/v) de PVDF obtenidas -
mediante tension, modulo eldstico y Tan Delta vs. Temperatura en °C.

Por otra parte, en la grifica se observa la caida de el médulo eldstico a medida que se
incrementa la temperatura, ya que el médulo eldstico esta en funcién a la rigidez del
material. Dicho comportamiento se puede atribuir a la naturaleza de las muestras ya que
dichas membranas electrohiladas tienen un espesor aproximado de 20pm (valor obtenido
mediante SEM a 15kV y 100x), valor que se encuentra por de bajo del espesor utilizado
en este tipo de pruebas. Asi mismo, la Tan § presentd mdximos y minimos a temperaturas
mayores a ) °C, pudiéndose atribuir a las interacciones presente entre las interfaces
presente entre las regiones amorfas y cristalinas de la muestra ! electrohilada, asi como

de la alta porosidad de la misma.
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En este tipo de membranas poliméricas, el comportamiento mostrado estd en funcién del
contenido de las fases cristalinas o y B presente en las muestras. A una temperatura de
100 °C, se puede relacionar a las interacciones y movimientos moleculares de la regidn
cristalina de la fase «, por otra parte, a una temperatura de -27°C se relacionada con el
contenido de fase P {movimienfos Micro-Brownianos de las cadenas), as{ como de la

transicion vitrea (Tg) .

5.1.5 Rayos-X.

El PYDF es un material de naturaleza semicristalina, por el cual exhibe un patrén de
difraccion de rayos-X bien definido. En este trabajo se obtuvo el patrén de difraccién de
rayos-X de la membrana electrohilada a 18% (p/v) de PVDF. En la Figura 5.11, se
muestra los patrones de difraccién de rayos-X del PVDF en polvo (original) y del PVDF
como una membrana electrohilada. En la muestra de PVDF original se observaron la
presencia de sefiales a 18.52° y 20.1° en 26, indexados a las conformaciones cristalinas
de las reflexiones 0(020) y $(200/110) del PVDFE "1, Por otra parte, 1a muestra de PYDF
electrohilada presenta una disminucion del pico a 18.52° correspondiente a la fase o, y
presenta picos de difraccion en 20.28° |, 22.65° y 26.14° de 26 los cuales son atribuibles a
las fases By v "\ Este comportamiento puede ser debido a que en la muestra
electrohilada el PVDF es sometido a una fuerza electrostitica y por lo tanto a

deformaciones mecdnicas durante el proceso de electrohilado, y por lo tanto el

favorecimiento de la formacién de 1a fase B dentro de las muestras.

original

18% (p/v)

Intensidad

20(%)

N Figura 5.11 Muestra obtenida mediante electrohilado y muestra de PVDF en polvo.
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5.2 ESTUDIO DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE SACCHAROMYCES

CEREVISIAE

5.2.1 Cinética de Crecimiento.

Postertormente a la activacion de las células de Saccharomyces cerevisiae y la obtencién
del in6culo, los cuales se mencionan en el procedimiento descrito en la parte de
desarrollo experimental en los puntos 4.5.7, 4.5.2 y 4.5.3, se procedié a la cinética de

crecimiento de este microorganismo. (Figura 5.12)

La curva que se obtuvo corresponde al comportamiento tipico de crecimiento microbiano
en medio liquido de Saccharomyces cerevisiae, a tiempos tempranos de cero a cinco
horas se presenta una fase de adaptacién debido a la abundancia de nutrientes v de las

condiciones optimas del cultivo.

A continuacién se presenta la fase exponencial, donde se lleva la velocidad méxima de
crecimiento de las levaduras (aproximadamente de 5 a las 14 horas) y finalmente se
muestra la presencia de una fase estacionaria donde se puede observar que no existe un
incremento de }a masa celular (biomasa) que comprende desde la hora 14 hasta & final de
la prueba (24 horas). Se alcanza este comportamiento debido al paulatino agotamiento de
algdn nutriente esencial del medio. También se puede presentar debido a los productos de
desecho que se han liberado durante la fase exponencial que promueven que el medio sea

inhéspito para el crecimiento microbiano

Sty ge o smm— e, |
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Figura 5,32 Grafica de la Cinética de Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae; a.
fase de adaptacion; b. fase exponencial; e, fase estacionaria.

A partir del andlisis de la grafica (Figura 5.12) se decidié realizar cultivos celulares a
tiempos de 8 (inicio de la fase expomencial) y 12 horas (final tardio de la fase
exponencial), con el fin de evaluar el comportamiento de las células de levadura en
contacto con las membranas de PVDF preparadas por electrohilado, segin se describié en

los apartados anteriores.

Las células se obtuvieron de acuerdo con el procedimiento ya mencionado anteriormente
en el capitulo 3 para la prepéracio’n de los cultivos de 8 y 12 horas (3.5.5), de los cuales
se recupero la biomasa de ambos cultivos. Este procedimiento fue llevado acabo a partir
de lavados en solucién fisiolégica mediante una centrifuga y finalmente se re-
suspendieron las biomasas de los cultivos en un medio de dilucién (cando nutritivo “YM”

1/500mL de agua destilada). (Figura 5.13)
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Figura 5.13 Fotografia de las biomasa de los cultivos de 8 y12
horas re-suspendidas en un medio de dilucién.

3.3 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA MEMBRANA ELECTROHILADA DE PVDF

SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA LEVADURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE

5.3.1 Estudio del efecto de la membrana sobre el crecimiento de S. cerevisiae
mediante resiembra en placa,

Posteriormente se realiz6 la prueba de siembra en medio sélido de acuerdo al
procedimiento mencionado en la parte experimental en el punto 3.5.6. Se observé que las
células de Saccharomyces cerevisiae crecen sin restriccién en este medio de cultivo Y que
la membrana de PVDF (18%) actia como un sustrato inerte para el crecimiento y

propagacién del cultivo celular, resuitados que estdn de acuerdo con informacién

Figura 5.14 Imagen de una membrana inoculada con Saccharomyces cerevisiae en
Medio de cultive YM (siembra en caja).

1
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5.3.2  [Lstudio del efecto de las membranas electrohiladas de PVDF sobre el
crecimiento de S. cerevisiae mediante el Método de Contacto Directo.

A partir de la suspensiéh celular, una cdmara Neubawer y un microscopio Optico se
realizaron los conteos de células presentes en los cultivos de 8 y 12 horas obteniendo

valores estimados de 7,500,000+500,000 célujas/ml. y 14,500,000+500,000 células/mL

respeclivamente.

Posteriormente se ajusté el cultivo de 12 horas a una cantidad estimada de
7,500,0004500,000 células/ml, ajuste oblenido mediante la adicidn del medio de
dilucién, permitiendo la realizacién de los experimentos a 8 y 12 horas de forma

comparativa a partir de la misma cantidad estimada de células presentes.

En la Figura 5.15, se observa incrementos en las unidades formadoras de colonias con
respecto a los blancos (control), comportamiento que es presentado por ambas muestras
del cultivo de 8 horas (tiempo cero y tiempo 24). Por otra parte, se observa que en la
muestra a tiempo cero se obtienen valores mayores de UFC (un incremento en 900,000
células/mL, viables), valor que en comparacién del cultivo de 8 horas a tiempo 24 se

ubica por debajo de 100,000 ¢células/mL (teniendo valores de 100 a 590 células/mlL.).

2500000
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) 1500000
=

= 1000000

500000

, | — M—
L8TOb L8TO m L8T24 b L8T24 m
Muestras
Figura 5.15 Grafica del Cultivo a 8 horas para las muestras de cero y 24 horas de
incubacidn.
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En la Figura 5.16, s¢ observa el comportamiento del cultivo de 12 horas 2 tiempo cero y
tiempo 24, en la cual se obtuvo una tendencia similar a la exhibida por el cultivo de 8
horas incrementdndose el numero de UFC en ambos casos (a tiempo cero y tiempo 24),
La muestra obtenida a tiempo cero presenta un mejor comportamiento que la moestra a
tiempo 24, dicho comportamiento es evaluado con respecto al nimero de células/mL
inoculadas al inicio del experimento. A tiempo cero se reporta un incremento en 600,000
c€lulas/mL viables y a tiempo 24 de 420,0000 células/mL, obteniendo de la muestra a

tiempo 24 un incremento del mds del doble de UFC que se hallaron en su respectivo

blanco.

Las variaciones en las UFC entre las muestras de cero y 24 horas, se pueden adjudicar a
las variaciones presentadas dentro de la elaboracién de las muestras. Mostrando asi un
Incremento significativo en el conteo de las UFC de la muestra a tiempo cero (6500,000

células/mL), en comparacién con la muestra a tiempo 24 (6600,000 células/ml ).

UFC

LIZT0 b LIZI0m LiZT4b LI2T24 m

Figura 5.16 Grafica del Cultivo de 12 horas para las muestras de cero y 24 horas de
incubacién.
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Para este tipo de sistemas (matriz polimérica de PVDE-microorganismo) se ha reportado
en la literatura un crecimiento y propagacién de otras células, tales COmo, NErvios,
neuronas, misculos entre otros. Estos estudios han sido referidos a matrices de PVDF en

[i6]

pelicula "™, mientras que las matrices que se presentan en este trabajo son membranas de

PVDF compuestas de nanofibras.

Se puede concluir que los substratos de PVDE son buenos andamios biocompatibles, los
cuales ya han sido establecidos para algunas aplicaciones de tgjido suave, entre otras. Es
posible combinar las propiedades mecdnicas (inherentes del material) con las mejoras de

biocompatibilidad ',

5.4 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA MEMBRANA ELECTROHILADA DE PVDF
BAJO UN ESFUERZ.O MECANICO, SOBRE EL CRECIMIENTQ DE LA LEVADURA
SACCHAROMYCES CEREVISIAE- PRUEBA DEL SISTEMA DINAMICO.

A partir del estudio realizado anteriormente del comprtamiento de Saccharomyces
cerevisiae en presencia de las membrana de PVDF (18% en peso), se decidid utilizar el
cultivo de 12 horas para continuar el estudio dindmico, ya que dicho cultivo presenta los
.mejor valores de UFC tanto a tiempo cero, como a tiempo 24. Las membranas fueron
tnoculadas con una suspensién celular de ta levadura. Posteriormente fueron sometidas a
un esfuerzo de deformacién durante el periodo de incubacién de 24 horas y a una
temperatura de 37°C. Se observé que los primeros dos experimentos (1 v 2), existe una
pérdida del mimero células viables al someter las membranas a una deformacién
mecdnica constante durante un periodo de 24 horas, en comparacién con las membranas
inoculadas qué no fueron sometidas a algtin esfuerzo. (Tabla 5.3)

Tabla 5.3 Valores obtenidos con un recuento de células de levadura al finalizar el
experimento dindmico (Sistema Oscilatorio).

No. De Experimento  Sin Movimiento ~ Con Movimiento
I 1,500,000 40,000
2 1,000,000 50,000
3 (con humedad) 1,500,000 85,000
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El decremento de los valores en las UFC puede deberse a la presencia de un problema de
gradiente de esfuerzo, debido a que las membranas se encuentran compuestas de una gran
cantidad nanofibras, causando asi una generacién de cargas tocalizadas en la superficie
de las membranas. Debido a este efecto se puede generar un voltaje sobre la superficie de

las muestras y por tal afectar de manera negativa a las células, causando su muerte.

Cuando las membranas electrohiladas de PVDF estas constituidas por una gran cantidad
de fase {3, estos materiales adquieren propiedades piezoeléctricoas, senerando asi un
potencial eléctrico en respuesta a una deformacion mecanica. Se ha reportado que incluso
cuando este tipo de muestras son colocadas en un equipo que consle de un motor o
vibraciones mismas del funcionamiento, generan de 2 a 3 mV en peliculas a a 1200 Hz "”!
™1 donde el drea superficial es menor al proporcionade por las membranas

electrohiladas,

Por otra parte, este efecto puede ser atribuido al secado def cultivo inoculado sobre fa
membranas de PVDF provocado por los esfuerzos mecdnicos, asi como, por pérdidas
celulares debido al movimiento oscilatorio provocado sobre las membranas, causando

que el cultivo vibre y por lo tanto las células se caigan fuera del drea de la membrana.

Debido los efectos discutidos anteriormente, se realizaron modificaciones al sistema de
oscilacion. Esto se realiz6 alimentando aire humedo al cultivo, para evitar o amortiguar el
secado del cultivo inoculade, y por lo tanto la disminucién en el nimero de células
viabies. Otra modificacién que se realizé fue la disminucién de la frecuencia de
oscilacion en ¢l sistema, el cual partié de 300 rpm a 100 rpm, y asi evitar la muerte de las

células a tiempos tempranos de experimentacién. (Figura 5.17)
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Figura 5.18 Fotografia del Sistema Oscilatorio en un ambiente himedo.

A partic de las modificaciones realizadas en el sistema (Figu}a 5.17), se obtuvo un
incremento en el nimero de UFC aproximadamente del doble en comparacion de los
primeros resultados, lo que nos propone un arreglo y condiciones mejores para el
crecimiento de Saccharomyces Cerevisiae en membranas de PVDF sometidas a un

esfuerzo.
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CONCLUSIONES.

A partir de la técnica de electrohilado se obtuvieron exitosamente membranas porosas,
las cuales estdn compuestas de nanofibras de PVDF (100 a 500 nm) con altos porcentajes

de fase § presente ((.8577).

Los pardmetros de proceso de electrohiladeo, tales como Ia concentracién, afectan de
manera directa la morfologia de las membranas, asi mismo, los nudos observados en la
morfologia de las membranas son atribuidos al tipo de disolvente utilizado para la

elaboracion de las soluciones poliméricas,

Mediante las técnicas de caracterizacién térmicas y mecanico-dindmicas (DSC y DMA),
se confirman los rangos de temperatura caracteristicos para este tipo de materiales,
obteniendo una Tm. de 170 °C y una Tc. de 136 °C, asi como, un modulo eldstico de 5.55

Pa @ 25 °C y una Tg de -27 °C.

Mediante la técnica de difraccion por rayos-x, se identificaron la presencia de las fases o,
By v, las cuales son caracteristicas de este polimero, asi como, las contribuciones dentro

del plano.

Microorganismo en contacto con las membranas electrohiladas de PVDF.
Se observo un mejor comportamiento en el cultivo de 12 horas en contacto con las
membranas de PVDF, comprobado asi que las membranas de poli(fluoruro de vinilideno)

pueden ser utilizadas como soportes para el crecimiento de células.
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