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RESUMEN

La siguiente memoria forma parte del
proyecto FONDECYT N° 1160311, en el
Centro de Biotecnologia “Dr. Daniel
Alkalay Lowitt’, este proyecto consiste
en el desarrollo de micro y nano
estructuras comestibles para fabricar
carne in-vitro.

La carne in vitro es un tejido muscular
comestible producido en laboratorio,
varios estudios informan del beneficio de
producir este alimento, por ejemplo, el
bienestar animal, la reduccion de
enfermedades transmitidas por animales
y la disminucion del impacto ambiental

del sector ganadero.

Para producir este tipo de alimento, hay
una serie de elementos que deben ser
estudiados y optimizados, uno de ellos
es la microestructura de la matriz donde
se cultivardn las células, estas deben

poseer forma de canal, esto porque



permiten la alineacion de las células
diferenciadas para la generacion de
fibras musculares que, unidas entre si,
forman la carne comestible.

Para la generacion de estos moldes
micro estructurados, se han utilizado dos
tipos de tecnologias, una de ellas es la
estereolitografia y la segunda el corte

por laser.

Para ello fue necesario el uso de
tecnologias CAD, para el disefio y

modelacion de las muestras.



ABSTRACT

The following report is part of the project
FONDECYT NO: 1160311, at the
Biotechnology Center "Dr. Daniel Alkalay
Lowitt ", this project consists of the
development of micro and nano edible

structures to manufacture in-vitro meat.

The in vitro meat is an edible muscle
tissue produced in the laboratory.
Several studies report the benefit of
producing this food, for example, animal
welfare, the reduction of diseases
transmitted by animals and the reduction
of the environmental impact of the

livestock sector.

To produce this type of food, there is a
series of elements that must be studied
and optimized, one of them is the
microstructure of the matrix where cells
are grown, these must be channel-
shaped, because they allow the

alignment of differentiated cells to the



generation of muscle fibers that, joined
together, form edible flesh.

For the generation of these micro
structured  molds, two types of
technologies have been used, the first
one is the stereolithography and the

second is the laser cutting.

For this, was necessary the use of CAD
technologies for the design and modeling
of the samples.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La creciente demanda de consumo de
carne tradicional en los dltimos afios da
a conocer gue no existira un nivel de
produccién suficiente para satisfacer
esta necesidad, uno de los principales
factores es el crecimiento y expansion de
la poblacion.

También tenemos el impacto ambiental
gue posee la industria ganadera, esta
produce el 9% de diéxido de carbono, el
65% de 6xido nitroso y 37% del metano,
que son los principales gases
invernaderos y  acelerantes del
calentamiento global, Asimismo es
responsable del 64% de la produccion de
amoniaco, el cual es responsable de la

lluvia acida.

Es por ello por lo que hoy en dia es
necesario ir en la busqueda de métodos
de produccién de carne alternativos, y

una de las mas prometedoras es la



produccién de carne en laboratorio, la

denominada “carne cultivada o in-vitro”.

Es aqui en donde el centro de
biotecnologia Dr. Daniel Alkalay Lowitt
de la Universidad Técnica Federico
Santa Maria en su area de ingenieria de
tejidos ha tomado el reto para el
desarrollo de este tipo de productos,
obteniendo asi el FONDECYT N°
1160311, el cual se titula: “Desarrollo de
micro y nano estructuras comestibles

para fabricar carne in-vitro”.

Para poder producir este tipo de
alimento, hay una serie de elementos
gue deben ser estudiados y optimizados,
uno de ellos es la micro y nanoestructura
de la matriz donde se cultivaran las
células madre, ya que los canales micros
estructurados permiten la alineacion de
las células diferenciadas posibilitando la

generacion de fibras musculares, que,

unidas entre si formardn la carne
comestible.

Las células no pueden ser cultivadas en
cualguier material, sino que necesitan de
un medio especializado, aqui es donde
entran los biopolimeros o scaffolds,
estos poseen la caracteristica de ser
liquidos en primera instancia, por lo cual
se necesita de algun molde para que al
momento de solidificar adopte una forma
favorable para el desarrollo de las

células.

He aqui donde comienza el desafio:
¢ Serd posible generar un molde con
surcos tan pequefios para que las
células puedan alinearse

correctamente?

Es por ello, que los objetivos del
proyecto son en primer lugar desarrollar

un molde con surcos microestructurados



gue posean un didmetro que bordeen
entre los 50 a 70 [um].

Para ello, primeramente, se ha de
conceptualizar y disefiar modelos por
medio de herramientas CAD.

Segundo, se ha utilizar las herramientas
de prototipado ubicadas en el
departamento de ingenieria en disefio de

productos para la generacion de
muestras.

Tercero, se debe corroborar las medidas
de las piezas obtenidas por medio de

una lupa electrénica.

Cuarto, generar matrices de caucho de

silicona para la generacion de réplicas.

Y finalmente, crear replicas con un
material adecuado para hacer pruebas

con los biopolimeros.
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CAPITULO 1

LA CARNE CULTIVADA

1.1¢:QUE ES LA CARNE CULTIVADA?

En palabras sencillas, la carne cultivada
0 carne in-vitro es aquella carne hecha
en un laboratorio y no es perteneciente a
ningun tipo de animal vivo, ni tampoco es
creada a base de ningun tipo de vegetal

como lo es la carne de soya (Group,
2005).

La generacion de este tipo de carne
comestible es posible gracias a la
ingenieria de tejidos, esta ha estudiado
los comportamientos de las células, las
cuales, dependiendo del medio y la
estimulacion, pueden diferenciarse en
células musculares, que, al unirse entre
si, forman fibras musculares que al
ensamblarse, se obtiene la carne

comestible.



1.2 HISTORIA

La idea de crear carne cultivada en un
laboratorio no es reciente, si no, que se
remonta alrededor del afio 1931, en
donde Winstom Churchill, en uno de sus
ensayos llamado “Cincuenta  afos
después”, en el cual describe los
cambios sociales y posibles avances en
la ciencia y tecnologia. En una de sus

ideas dice: “Debemos escapar de lo
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absurdo que es criar un polloentero para
comer la pechuga o el ala, y sustituirlo
por el crecimiento de estas partes por
separado en un medio adecuado”
(Stephens et al, 2015).

Si  bien Churchill,
alrededor del 1941, el holandés Willem

Van Eelen, prisionero en un campo de

pensaba esto,

concentracion japonés en indonesia, al

sufrir maltratos, se sinti6 identificado con

el trato animal en las granjas y penso

sin causardolores la solucion natural, Willem van Eelen (Fuente: nextnature).




gue se debia investigar una forma de
hacer carne, sin tener que maltratar
animales. Ya en 1950, recibido de
medicina, dedicO toda su vida en
encontrar la forma de poder hacer carne
cultivada, si bien no obtuvo resultados,
en 1991 se le atribuy6 una patente sobre

la produccién industrial de carne
(Stephens et al, 2015).

Ya en 2002, la NASA, se muestra
interesada en este proyecto, y decide
financiar a Morris Benjaminson, del
Touro College de Nueva York, para la
realizacion del proyecto, esto para poder
alimentar a los astronautas en periodos
de viajes largos (Cohen, 2011).

El Dr. Benjaminson, logré sacar células
de musculo de pez dorado y cultivarlas,
logrando asi filetes de pez dorado,
lamentablemente por las leyes

estadounidenses estos no pudieron ser

degustados, ya que esta prohibido el
consumo de productos experimentales.
Segun expertos catadores, estos filetes
de pez dorado, poseian la apariencia y
olor idénticos a uno real (Stephens et al,
2015).

Con el pasar del tiempo la NASA decidio
cortar el proyecto, debido a que
encontraron otras  formas mas
econbmicas para alimentar a los
astronautas en sus viajes (Cohen, 2011).

En el afio 2005, el Doctor Van Eelen,
logr6 financiar su proyecto gracias al
financiamiento entregado por el estado
holandés, consiguiendo asi US $3M de
dolares estadounidenses. Con el dinero
se generaron variados proyectos, en los
cuales destacan, el estudio de células
embrionarias, las cuales pueden ser
estimuladas para convertirse en células

musculares y cual es el medio de cultivo



Optimo para el crecimiento de las células
(Cohen, 2011).

En el afio 2008 PETA, organizacion
dedicadaa los derechos de los animales,
anuncia un premio de US $1M al primer
laboratorio que logre generar piezas de

pollos comestibles hechas in-vitro
(Stephens et al, 2015).

A finales del afio 2010, los fondos
obtenidos por el Doctor Van Eelen, se
van agotando, pero un donador
anénimo, decide financiar el proyecto
para creacibn de la  primera
hamburguesa en laboratorio (Stephens

et al, 2015).

En 2013, se da a conocer el nombre de
quien financié el proyecto, este resulta
ser Sergey Brin, el cofundador de
Google. EI mismo afio también se hace
una conferencia en donde se da a

conocer la primera hamburguesa in-vitro

(ver imagen 1.2) la cual es cocinada por
el chef Richard McGowan y testeada por
el Doctor Mark (uno de los cientificos a
cargo) y los criticos gastronémicos Hanni
Ruetzler y Josh Schonwald (Stephens et
al, 2015).

Imagen1.2-ConferenciaenLondresdondesedaa
conocer porprimeravez una hamburguesa hechaen
laboratorio (fuente: euronews).

Finalmente, en Febrero del 2015, el
Doctor Van Eelen fallece a la edad de 91
afios, dejando un gran legado como
investigador y promotor de la produccién

de “carne sin victimas” (ver imagen 1.1).




1.3 LA DIFERENCIACION CELULAR

Nuestro cuerpo estd compuesto por
miles y miles de células altamente
especializadas, como Ilo son las
neuronas, mausculos, 6rganos, huesos,
etc.

Todo comienza con el cigoto, que, al
multiplicarse, forma las denominadas
células madres, las cuales poseen la
capacidad de dividirse en células hijas,

las que pueden continuar como una

(=)= @

Cigoto Células Madre

Division celular

célula madre o pueden seguir la via de
diferenciacion, dando origen a células

terminales o especializadas  (ver
ilustracion 1.1) como lo son miocitos
(células musculares), hepatocitos
(células del higado), enterocitos (células
del intestino), entre muchas otras

(Contreras, 2014).

Es por esto por lo que es posible tomar
células animales en una etapa temprana
para poder cultivarlas, y con un medio

propicio y estimulos adecuados es

e
Células nerviosas
et ¢ -

olole

Células intestinales
ojele

Células musculares

. Células sanguineas

Diferenciacion celular

Ilustracion 1.1 Proceso de diferendacion celulara partir del cigoto.




posible generar células musculares y
con ello, la carne cultivada.

1.4 VENTAJAS

Existe un gran numero de ventajas
vinculadas con la produccion de carne
cultivada, y la gran mayoria relacionadas
con el gran problema que hay detras de

la industria ganadera actual.

En primer lugar, existe un mejor control
de las condiciones sanitarias de la
produccién, pudiendo asi evitar la
zoonosis 0 enfermedades transmitidas
de animales a personas por faenas sin
los controles sanitarios

correspondientes.

Otra de las ventajas destacables es la
reduccion del impacto ambiental, esto se
debe a que el ganado debe estar en un
lugar fisico, lo que provoca la

deforestacion para el uso de terrenos,

ademas este debe ser alimentado, lo que
conlleva al uso de recursos como hiedra,

heno y agua (ver Gréfica 1).
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Grafica 1l- Comparaciénde consumo de energia, emision
de gasesinvernaderos, uso de tierrayagua parala
produccidnde carne cultivada ycarne tradicional por cada
1000 kg de carne producidos (Pérez, 2017).

Ya entrando en los beneficios de la carne
cultivada propiamente tal, tenemos que,
al estar en condiciones controladas, nos
permite la manipulacién de perfiles
nutritivos, disminuyendo las grasas
saturadas Y el colesterol (Pérez, 2017).



1.5 DESVENTAJAS

La principal desventaja que posee la
producciéon de carne cultivada es el
precio. La hamburguesa presentada en
2013 por el Doctor Mark, costo alrededor
de €250.000 las 5 oz (aproximadamente
142 grs), lo que no da a conocer que por
el momento no es posible competir con
la produccion de carne convencional a
gran escala (VelSid, 2014).

Otras de las desventajas de Ila
produccién de este tipo de alimento, es
la aceptacion de la gente (consumidores
de carne), esto se debe a que se genera
una percepcion de un alimento artificial
que al consumirlo en reiteradas
ocasiones podria dafar la salud.

Finalmente, tenemos los grupos
veganos extremos que afirman que este

tipo de fabricacion de igual manera viola

los derechos de los animales, ya que, si
bien se requieren Unicamente células
para comenzar la produccién, de igual
forma se necesita a un animal donante
de estas células, teniendo pequefas

“granjas” de animales (Tovar et al, 2011).

1.6 COMO SE PRODUCE

El primer paso para la produccion es la
obtencién de las células, estas son
obtenidas mediante biopsia de tejidos

musculares bovinos.

Luego las células deben ser expandidas
lo que requiere de un medio de cultivo
rico en minerales y vitaminas. El objetivo

de esto es maximizar o multiplicar el
nimero de células (Pandurangan, 2015).

Ahora el objetivo es la diferenciacion
celular, para ello es necesario ciertos
estimulos de tipo metabdlico, bioquimico

y mecanico (Pérez, 2017).



Los estimulos mecanicos son
extremadamente importantes ya que
permiten el desencadenamiento de la
sintesis de proteinas y su organizacion
(Pérez, 2017). Estas células se moldean
en biopolimeros 6 scaffolds (ver
ilustracion 1.2) los que funcionan como
“‘una mesa de trabajo” que permite la

diferenciacion en pequefias fibras

musculares, las que al ir juntando varias
de ellas, se obtiene la carne cultivada.

Aproximadamente se requieren 20.000
hebras de fibras musculares para la

generacion de una hamburguesa de 110
[grs] (Pérez, 2017).

OA

length

width

cell

Ilustracion 1.2 —Interaccion de célulascon un medio micro estructurado. (Fuente: Li etal, 2014).
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CAPITULO 2
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
CBDAL

2.1 EL CENTRODE BIOTECNOLOGIA

El centro de biotecnologia Dr Daniel
Alkalay Lowitt (CB-DAL), es un centro de
investigacion  dependiente de la
vicerrectoria académica de la
Universidad Técnica Federico Santa

Maria.

TECNOLOGIA

Ilustracion 2.1 - Logotipodel Centro de biotecnologia.

El centro es responsable de impulsar y
desarrollar investigaciones en el &mbito
de la biotecnologia, gestionando vy
ejecutando proyectos multidisciplinarios
en conjunto con todos los departamentos
de la universidad, como también con
otras universidades y empresas, tanto

nacionales como extranjeras.
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Imagen2.1-Instalacionesyubicaciondel centrode biotecnologia (General Bari, nUmero 699).




Fundada el 20 de Enero del 2000, por el
consejo superior de la universidad, este
busca contribuir al desarrollo de la
Biotecnologia haciendo aportes inéditos
en investigacion, extension y formacion

en area de la biotecnologia.

2.2 MISION, VISION Y OBJETIVOS

La mision del centro de biotecnologia
busca: “Incorporar la  dimensién
biotecnolégica en todas las areas en que
la Universidad Técnica Federico Santa

Maria define su quehacer en Ciencia y
Tecnologia”.

Por otro lado, la visi6n pretende: “Ser
referente nacional e internacional en la

Biotecnologia”

Finalmente, dentro de su objetivo

general se encuentra “el desarrollo de

investigacion en Biotecnologia
fortaleciendo las areas existentes en la
UTFSM e implementando &reas con
impacto estratégico, tanto dentro de la
Universidad como en el medio

productivo nacional’.

2.3 MODELO DE NEGOCIOS

El modelo de negocio estd basado en
servicios de apoyo al desarrollo agricola
y  ganadero, orientados a la
sustentabilidad del proceso exportador.
Ademas, formula  programas de
formacion de recursos humanos para
satisfacer la demanda de capacitacion
formal en el area de la Biotecnologia,
complementaria a la  formacién
profesional y capacitacién técnica a nivel
de sectores industriales y productivos

basicos.



2.4 ALGUNOS PROYECTOS

BACTERIA BIORREMEDIADORA
MSR33

Caracteristicas:

Alta resistencia a metales pesados,
capaz de remover mercurio, cadmio y
cobre de suelos contaminados, aguas
contaminadas o residuos industriales

contaminados.
Potenciales Aplicaciones:

Util para la biorremediacion de
ambientes contaminados con
compuestos inorganicos y organicos de
mercurio, cadmio y cobre. Los ambientes
pueden ser suelos, lodos, sedimentos y
aguas contaminadas con una o ambas

formas quimicas del mercurio.

BACTERIA MHP41

Caracteristicas:

Cepa bacteriana capaz de degradar o
mineralizar herbicidas s-trazina, tales
como simazina y atrazina. Es una cepa
nativa aislada de suelo y pertenece al
género Pseudomonas, que es de facil
cultivo, alcanza alta biomasa celular y

muestra un rapido crecimiento en
condiciones de laboratorio.

Potenciales aplicaciones:

Biorremediacion de ambientes
contaminados con s-triazinas, las cuales
son usadas ampliamente en el control de
malezas en varias regiones de

agricultura del mundo.



BACTERIA RECOMBINANTE JMS34

Caracteristicas:

Bacteria recombinante  capaz de
degradar completamente o mineralizar
diversos PCBs en presencia o0 ausencia

de m-toluato.
Potenciales aplicaciones:

Permite realizar una degradacion
biolégica a través de microorganismos

para la remediacion de suelos o aguas
contaminadas con los PCBs.

CARTRIDGE DESECHABLE PARA
MEDICION DE CARGA ORGANICA
EN AGUAS

Caracteristicas:

Paquete tecnol6gico que contempla un

elemento Biosensor basado en
respirometria  para la determinacion
rapida de DBO en aguas, consistente en
un reactor tipo cartridge (BTC)
removible, con una cantidad de biomasa

inmovilizadas en capsulas.
Potenciales aplicaciones:

Sistemas de monitoreo de efluentes
industriales, gran utilidad en sector
industrial que requiere manejo de riles y
empresas sanitarias que requieran de la

externalizacion del monitoreo para
rangos entre 50 y 10.000 ppm.
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CAPITULO 3

BIOMATERIALES

3.1 DEFINICIONES

Existen un gran nimero de definiciones
del concepto de biomaterial, una de ellas
fue dada en la segunda conferencia para
el consenso de definiciones en
biomateriales en 1992, la cual defini6 el

termino como:

‘“Material destinado a funcionar en
conjunto con los sistemas biologicos
para evaluar, tratar, mejorar o0
reemplazar cualquier tejido, 6rgano o
funcién del organismo” (Leeuwenburgh
et al. 2008; Williams, 2009; Pefa y
Alvarado, 2010).

Por otro lado, Jonathan Black, experto
investigador de biomateriales, entrega la

siguiente definicion:

“Los biomateriales son materiales de
origen natural o hechos por el hombre

que se utilizan para dirigir, complementar



o reemplazar las funciones de tejidos
vivos del cuerpo humano” (Ramakrishna
et al. 2001; Katti, 2004).

La principal conclusion que se puede
obtener de este tipo de definiciones es
que el termino biomaterial hace
referencia a criterios especiales de
biocompatibilidad, es decir debe tener un
comportamiento  biolégico con otros
materiales de la misma indole, de modo
gue materiales biocompatibles son
biomateriales, siendo un término que
indica la capacidad del material para
desempefiar una respuesta apropiada a
una aplicacién especffica.

Hoy en dia se utlizan muchos
biomateriales en la medicina, como lo
son los implantes (Ej: placas oseas,
reposiciones articulares, injertos, etc.),
dispositivos médicos (Ej; corazones

artificiales, tubos para la circulacion de la

sangre, etc.) lo que permite la curacién
de tejidos u érganos lesionados.

Antes Después

Ilustracion 3.1- Ejemplode usodetitanopara remplazo
de rodilla dafada (Fuente ADAM).

3.2 TIPOS DE BIOMATERIALES

Los biomateriales se pueden clasificar
dependiendo de su naturaleza, estos
pueden ser metélicos, ceramicos,
polimeros o compuestos a partir de los
materiales anteriormente mencionados.

Estos también se pueden clasificar como




bioinertes o0  bioactivos
interaccion con el cuerpo), soélidos o
hidrogeles (segin su contenido en
agua), bioestables o biodegradables

dependiendo de la durabilidad (Serrano,

(ipo de A continuacién, se muestra una tabla con
ejemplos de biomateriales seguin su
primera clasificacion como asi también
algunas de sus aplicaciones.

2011)
Clasificacion Biomaterial Aplicaciones
Metal Aleacién Niguel-Titanio Stents, alambres de
ortodoncia
Metal Titanio Fijacién de fracturas,
sustitucion de las
articulaciones
Polimero Poliuretano Catéteres, tubos, vendaje para
heridas, corazones artificiales
Polimero Polimetilmetacrilato Cemento 0seo, lentes
(PMMA) intraoculares
Ceramico Carbdn Vélvulas de corazon,
electrodos
Ceramico Hidroxiapatita Recubrimiento de implantes

Tabla3.1Ejemplos de biomateriales segun su clasificacién (Santos, 2013).




3.3 SCAFFOLDS

Los scaffolds o andamios son
biomateriales de tipo polimérico (también
conocido como biopolimero), su funcion
principal es actuar como una matriz
extracelular artificial (ECM por sus siglas
en inglés), las que son encargadas de
formar tejidos nuevos a partir de células.

Las ECM atrtificiales se crean para que
tipos de células interactien con su
entorno tridimensional el cual brinda un
soporte mecanico hasta que las células

Imagen 3.1 Scaff

SFX RIS

olddesarrolladoen CB-DAL por mediode laliofilizacion.

formen tejidos estructurales estables
(Khamdemhosseini et al. 2005).

Para el disefio de las ECM artificiales,
hay que imitar la estructura y funciones
biolégicas que poseen las ECM nativas
(naturales del cuerpo), tanto como en su

composicion quimica como su estructura
fisica (Hosseinkhani et al. 2006).

La ECM nativa, actia como un andamio
(de alli su nombre) para que las células
estén lo suficientemente cercas para que

se ensamblen y formen tejidos de forma

controlada (Rosso et al. 2004).




Los scaffolds, ademas deben cumplir
con propiedades mecénicas como
elasticidad, resistencia a la traccion, a la
fatiga y a la fractura. Estas propiedades
deben ser lo méas cercano al tipo de
tejido que se desea trabajar, por
ejemplo, si van a trabajar con tejidos
duros, como lo son los huesos, se deben
implementar  scaffolds  rigidos, al
contrario, si se trabaja con elementos
blandos como piel, se necesitara de

scaffolds flexibles (Nerem, 2007).

Los scaffolds deben proporcionar un
entorno micromecanico adecuado, el
cual permita de forma correcta la sintesis
y organizacion de la ECM, permitiendo
regular el comportamiento de las células
mediante sefiales de
mecanotransduccién* (Hodges y Atala,

2008).

Las propiedades de los scaffolds estan
definidas por los materiales que la

constituyen, estos pueden ser de origen
natural o sintéticos.

Los naturales pueden ser proteinas de
origen animal como el colageno,
gelatina, o polisacaridos como el acido
hialurénico o el quitosano. Los de origen
vegetal pueden ser proteinas como la
soja o polisacaridos como el almidén,
celulosa, agarosa, alginato (Isenberg y
Wong, 2006).

* Lamecanotransduccion es el proceso que tiene la célula de
percibir su entorno y adaptarse a él mediante cambios en su
estructura (Barreno,2014).



3.3.1 FABRICACION
Existen numerosas formas de
fabricacion de scaffolds como el método
de wuniébn de fibras, laminaciéon de

membranas, espumado gaseoso Yy la
liofilizacion (Santos, 2013).

En este caso, profundizaremos en la
liofilizacion ya que es el método que se

utilizara en este trabajo.

3.3.2 LIOFILIZACION

También conocida como freeze-drying,
técnica que pretende la separacion de
disolventes del biopolimero y Ia

formacion de una estructura porosa
(Santos, 2013).

Esta técnica usa la congelacion vy
posteriormente  la  sublimacion y
desorcion del disolvente en vacio, sin

alterar la composicion cualitativa o

cuantitativa del material (U. Barcelona,
S/A).

Para esta técnica existen un gran
nimero de polimeros biocompatibles
como la agarosa, quitosano y quitosano-
gelatina (Madihally y Matthew, 1999;
Mao et al. 2003).

Como bien se mencionaba
anteriormente este tipo de técnica
permite la formacién de porosidades en
el scaffold, pero no setiene la certeza del
tamafio o distribucion de los poros

(Sachlos y Czermuszka, 2003).

Imagen 3.2 Maquina de liofilizacién usada en el Proyecto.
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DESARROLLO DE MOLDES




CAPITULO 4

DESARROLLO DE MOLDES

4.1 MANUFACTURA POR ADICION
DE MATERIAL

También conocida como manufactura
aditiva, este tipo de tecnologia pretende
tanto el desarrollo de prototipos como
productos finales.

Este tipo de herramienta permite la
obtencion de piezas directamente de un
archivo modelado en 3D en un software
CAD, ‘“imprimiéndolas” de forma
controlada y por capas (Verimagen 4.1),
gue por lo general van de los 0.05 [mm]
a los 0.5 [mm] de espesor (Kalpakjian y
Schimid, 2008).

/

[lustracion 3.1 - Metodologia de particion de objeto3D en
capas (KalpakjianySchimid, 2008).




Existen varios tipos de manufactura
aditiva, destacando entre ellas el
modelado por deposicion de material
fundido, la estereolitografia y Ila
sintetizacion  selectiva  por  laser
(Kalpakjian y Schimid, 2008).

A continuacion, nos centraremos en la
estereolitografia, que fue el tipo de
técnica utilizada en la generacion de los

moldes microestructurados.

_1/_

4.2 ESTEREOLITOGRAFIA

La estereolitografia se basa en el curado
o endurecimiento de un polimero
fotosensible en estado liquido usando un
haz de laser (ver imagen 4.2) con una
frecuencia y potencia muy concretas
(Kalpakjian y Schimid, 2008).

Para la generacion de la pieza es

necesario un recipiente con la resina y

{

#— Fuente de luz UV |

Liquido curable

\\ "
U
‘\ '7 /\ con UV
\r

.

v 5 N Superficie liquida
b
Parte formada
a
- = . $+— Depdsito
\ Plataforma

Ilustracion 4.2 - Funcionamiento de una maquina de estereolitografia (KalpakjianySchimid, 2008).



una plataforma que se pueda mover de
forma vertical (eje z).

El proceso comienza cuando la
plataforma entra en contacto con la
resina, luego el haz de laser impacta con
la plataforma y se mueve en los ejes x-y
formando la primera capa de la figura,
luego la plataforma baja para que el laser
pueda pasar nuevamente para generar
la segunda capa, este proceso se repite
“n” veces hasta terminar la pieza que se
desea crear (Kalpakjian y Schimid,
2008).

Luego de terminada la pieza existe un
proceso de limpieza por medio de un
disolvente, por lo general se usa alcohol
isopropilico, esto para eliminar el exceso

de resina no solidificada (Formlabs, S/A).

Para este proyecto se ha utlizado la
maquina formlabs 1+.

Sus principales caracteristicas son:

- Superficie de trabajo de
125x125x165 [mm]

- Tamafo minimo de operacién 300
[um]

- Grosor de capas posibles, 25, 50

0 100 [um] dependientes del
material.

Imagen4.1- Maquinaformlabs 1+ (Fuente: Formlabs).



4.3 MOLDES A PARTIR DE LA
ESTEREOLITOGRAFIA

En este trabajo se ha usado la resina
“Clear FLGPCLO02”, esta posee muy
buenas propiedades como  alta
resistencia a la traccion y flexion,

excelente rigidez y resistencia a altas
temperaturas.

Imagen4.2-Resina Clear FLGPCLO2 usadoporla
maquina formlabs 1+ (Fuente: Formlabs Forums).

Para la modelacion de las piezas
tridimensionales se uso el software CAD,
Autodesk Inventor Professional 2017.

Las muestras realizadas fueron de un
cubo con dimensiones de 10x10x

5 [mm], en donde la cara superior se

realizaba el texturizado.

A ]

Imagen4.3-Modelacidonde pieza en 3D en software
Autodeskinventor.

Ya teniendo los archivos listos, se
guardaron en formato “st” y se
posicionaron en el software “PreForm” el
cual es el encargado de enviar el archivo

a la maquina para que este lo interprete
y realice la muestra fisica.

Para obtener los resultados 6ptimos, se
usa la resolucion minima soportada por

la maquina (0.025 [mm]).




4.3.1 PRIMER MOLDE
Tipo de surco:

Se genera la primera prueba, con los
surcos extremos que se desean lograr,
con alto y ancho de 0.05 [mm] y 0.03

[mm].
Tiempo de fabricacion:

2 horas y 15 minutos.

—

TUEW L L LT

Montaje en Preform:

Se usa la opcion “one-click print®, la cual
posiciona la pieza de forma automatica.

(ver anexo 2.1).

Observacion:

Se logra observar un pequefio surco
para el lado mas amplio (0.05 [mm]),

pero no se observa una profunidad
cosiderable.

—

I

0.03 [mm]

I

0.05 [mm]

Ilustracion 4.3 —Diagrama del primer molde.



Imagen4.4—Fotografia delprimer molde tomada con lupa Leica EZ4HD.




4.3.2 SEGUNDO MOLDE

Se genera un segundo molde con
caracteristicas similares al anterior, solo
cambia la profundidad de este, siendo el

doble de su ancho.
Tiempo de fabricacion:

2 horas y 30 minutos.

—

Montaje en Preform:

Se usa la opcion “one-click print®, la cual
posiciona la pieza de forma automética.

Observacion:

Se observan surcos mas definidos para
ambos anchos pero al igual que molde
anterior no poseen una profundidad

relevante.

I

0.03 [mm]

I

0.05 [mm]

Ilustracion 4.4 - Diagrama del segundo molde.



Imagen 4.5 - Fotografia del segundo molde tomada con lupa Leica EZ4HD.




4.3.3 TERCER MOLDE

Se hacen surcos con ancho de 0.02
[mm] a 0.1 [mm] en donde su altura
inicial es su ancho y se va sumando 0.01

[mm] hasta llegar a un maximo de 0.1
[mm].

Tiempo de fabricacion:

2 horas y 56 minutos.

Montaje en Preform:

Se usa la opcion “one-click print®, la cual
posiciona la pieza de forma automatica.

Observacion:

Se obseva un surco mas definido para al

lado mas amplio, pero este no posee una
profundidad considerable.

gIge
88

0.06
0.07
—_—

0.08

51

0.05 0.09

0.1

Ilustracion 4.5 - Diagrama del tercer molde.



Imagenn 4.6 - Fotografia del tercer molde tomada con lupa Leica EZ4HD.




4.3.4 CUARTO MOLDE

Debido al tipo de posicionamiento de las
piezas con la opcidn one-click print, se
realizan surcos a 45°con anchos de 0.03
[mm] hasta 0.06 [mm] y alturas iniciales
de su ancho, se va sumando 0.01 [mm]

hasta una altura de 0.1 [mm].
Tiempo de fabricacion:

2 horas y 27 minutos.

Montaje en Preform:

Se usa la opcion “one-click print®, la cual
posiciona la pieza de forma automatica.

Observacion:

No se observa ningun tipo de surco.

L LSS S Z/

I

0.03 [mm]

0.04 [mm]

 savum.

0.05 [mm]

Ilustracion 4.6 - Diagrama del cuarto molde.



Imagen4.7 - Fotografia del cuarto molde tomada conlupa Leica EZ4HD.




4.3.5 QUINTO MOLDE anexo 1.8 para la visualizacion de la

ieza).
Se generan surcos de ancho de 0.04 pieza)

[mm] hasta de 0.14 [mm] con alturas Tiempo de fabricacion:

multiplicadas desde 1 al 4. .
P 2 horas y 45 minutos.

En este caso se trabajo en un plano de

corte de dos vértices opuestos (Ver

Plano de trabajo

— —_—

0.04 [mm] 0.10 [mm]
[ | —_—
0.06 [mm] 0.110 [mm]
0.07 [mm] 0.13 [mm]
P—y —_—
0.08 [mm] 0.14 [mm]

Ilustracion 4.7 - Diagrama del quinto molde.



Montaje en Preform: Observacion:

Se usa la opcion “one-click print”, la cual Se observan surcos mas notorios en el
posiciona la pieza de forma automatica. centro en donde el ancho y alto son

mucho mayores a la meta.

Imagen 4.8 - Fotografia del quinto molde tomada conlupa Leica EZ4HD.




4.3.6 SEXTO MOLDE

Se genera un molde con un ancho fijo de
0.03 [mm] vy

multiplicando su altura hasta llegar a un

alturas cambiantes

maximo de 0.18 [mm].
Tiempo de fabricacion:

3 horas y 2 minutos.

=L

I

Montaje en Preform:

Se usa la opcion “one-click print®, la cual
posiciona la pieza de forma automatica.

Observacion:

No se observan surcos definidos.

r

0.03 [mm]

Ilustracion 4.8 - Diagrama del sexto molde.



Imagen 4.9 - Fotografia del sexto molde tomada con lupa Leica EZ4HD.




4.3.7 SEPTIMO MOLDE

Se genera un molde con un ancho fijo de
0.04 [mm] vy alturas cambiantes
multiplicando su altura hasta llegar a un

maximo de 0.16 [mm].
Tiempo de fabricacion:

3 horas y 10 minutos.

[LII

Montaje en Preform:

Se usa la opcion “one-click print”, la cual
posiciona la pieza de forma automatica.

Observacion:

No se observan surcos muy definidos.

0.04 [mm]

Ilustracion 4.9 - Diagrama del séptimo molde.



Imagen4.10 - Fotografia del séptimo molde tomada conlupa Leica EZ4HD.




4.3.8 OCTAVO MOLDE

Se genera mismo tipo de molde que el
anterior, cambiando Unicamente el plano
de trabajo, usando un plano de vértices

opuestos.
Tiempo de fabricacion:

3 horas y 12 minutos.

Montaje en Preform:

Se usa la opcion “one-click print®, la cual
posiciona la pieza de forma automatica.

Observacion:

Existe una tendencia a formase el surco,

pero no posee una profundidad
adecuada.

Plano de trabajo

0.04 [mm]

Ilustracion4.10- Diagrama del octavo molde.



Imagen4.11 - Fotografia del octavo molde tomada conlupa Leica EZ4HD.




4.3.9 NOVENO MOLDE

Se crea un molde idéntico al sexto
molde, solo que esta vez se cambia el

posicionamiento.
Tiempo de fabricacion:

2 horas y 45minutos.

Montaje en Preform:

Se posiciona la pieza de forma manual,
dejandola de forma vertical con los
surcos de forma paralela a la base (ver

anexo 2.2).
Observacion:

Extrafiamente se observa una cuadricula

en vez de surcos definidos.

0.03 [mm]

Ilustracion4.11 - Diagrama del noveno molde.



Imagen4.12 - Fotografia del noveno molde tomada conlupa Leica EZ4HD.




4.3.10 DECIMO MOLDE Montaje en Preform:

Se genera el séptimo molde otra vez, Se posiciona la pieza de forma manual,
pero con posicionamiento manual. dejandola de forma vertical con los

. L surcos de forma paralela a la base. Pero
Tiempo de fabricacion:

esta vez rotando 90° desde la base.
3 horas y 2 minutos.

0.04 [mm]

Ilustracion 4.12 - Diagrama del décimo molde.



Observacion:

Aligual que el molde anterior se observa
una cuadricula en wvez de surcos

definidos.




4.3.11 DECIMOPRIMER MOLDE

Se genera un molde con un ancho fijo de
0.05 [mm] vy alturas cambiantes
multiplicando su altura hasta llegar a un

maximo de 0.20 [mm].
Tiempo de fabricacion:

2 horas y 49 minutos.

Montaje en Preform:

Se posiciona la pieza de forma manual,
dejandola de forma vertical con los

surcos de forma paralela a la base.

Observacion:

Se ven los mismos resultados que los
moldes anteriores. La posible razén a
esto es el movimiento XY continuo del
laser.

0.05 [mm]

Ilustracion4.13 - Diagrama del decimoprimer molde.



Imagen4.14 - Fotografia del decimoprimer molde tomada con lupa Leica EZ4HD.




4.3.12 DECIMOSEGUNDO MOLDE

Se genera el mismo molde que el
anterior.

Tiempo de fabricacion:

2 horas y 45 minutos.

Montaje en Preform:

Se usa un montaje manual, dejando la
pieza en 45° con los surcos de forma

paralela a la base (Ver anexo 2.3).

Observacion:

No se obsevan registros de surcos en el
molde.

0.05 [mm]

Ilustracion4.14 - Diagrama del decimosegundo molde.



Imagen 2.15- Fotografia deldecimosegundo molde tomada conlupa Leica EZ4HD.




4.3.13 DECIMOTERCER MOLDE

Se genera el mismo molde que el
anterior.

Tiempo de fabricacion:

2 horas y 46 minutos

Montaje en Preform:

Se usa el mismo montaje que el anterior,
solo que esta vez, se rota la pieza en 90°

con respecto a la base.

Observacion:

No se obsevan registros de surcos en el
molde.

0.05 [mm]

Ilustracion4.15 - Diagrama del decimotercer molde.



Imagen4.16 - Fotografia del decimotercer molde tomada con lupa Leica EZ4HD.




4.3.14 DECIMOCUARTO MOLDE

Se genera un molde con ancho de 0.05
[mm] y con una altura 0.5 [mm].

Tiempo de fabricacion:

3 horas y 5 minutos.

Montaje en Preform:

Se usa el mismo montaje que la pieza
anterior.

Observacion:

Selogran ver algunos indicios de surcos,
pero al ver detalladamente se observa
gue estos se encuentran rellenos.

Il

—1
0.05 [mm]

0.50 [mm]

Ilustracion4.16 - Diagrama del decimocuarto molde.



Imagenn 4.17—Parte superior (A) ylateral (B) del decdimocuarto molde tomada con lupa Leica EZ4HD.




4.3.16 DECIMOQUINTO MOLDE Montaje en Preform:

Se utiliza el mismo ancho del molde Se usa el mismo montaje que la pieza
anterior pero esta vez se utiliza una anterior.

altura de 1 [mm]. Observacion:

Tiempo de fabricacion: _ _
Al igual que el molde anterior se ven

3 horas y 3 minutos. indicos de surco, pero se encuentran
rellenos.
= — — — — — — —
—q
0.05 [mm]
1.00 [mm]

Ilustracion4.17 - Diagrama del decimosexto molde.



Imagen 4.18- Parte superior (A) ylateral (B) del decdmosexto molde tomada conlupa Leica EZ4HD.




4.3.17 DECIMOSEXTO MOLDE

Se genera un molde liso, sin ningln tipo
de surco en él. Ademas, se cambia a la
resolucién mas baja dada por el material
(0.1 [mm]).

Tiempo de fabricacion:

18 minutos.

Montaje en Preform:

Se usa la opcion “one-click print®, la cual
posiciona la pieza de forma automatica.

Observacion:

Se logra apreciar surcos bien definidos
con anchos de 0.14 [mm] y profundidad
de 0.08 [mm]. Para ver imagenes mas
detalladas ver anexo 4.

Ilustracion4.18 - Diagrama del decimoséptimo molde.
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Imagen4.19 - Parte superior (A) ylateral (B) del decimoséptimo molde tomada conlupa Leica EZ4HD.




4.4 PROCESOS POR MANUFACTURA
SUSTRACTIVA DIGITAL EN 2D.

Al igual que la manufactura aditiva, este
tipo de tecnologia sirve tanto para la

produccion de  prototipos  como

productos finales.

Este método pretende la generacion de
piezas por medio de la remocion de
exceso de material a través de una
herramienta de corte (ver imagen 4.20),
el material recibe una deformacion
cortante, creando viruta o residuos del

mismo material (Kalpakjian y Schimid,
2008).

Los procesos de manufactura sustractiva
digital, al igual que la manufactura
aditiva, requieren de un archivo digital
disefiado en un software CAD, pero esta
vez los archivos son en 2D, permitiendo
Unicamente cortes y semi-cortes en un

solo plano del material.

Dentro de la tecnologia de sustraccidon
se destacan principalmente dostipos, en
primer lugar, tenemos el maquinado,

estas usan herramientas que entran en

contacto con la pieza (ej: una broca) para

S e cud

Imagen4.20-Ejemplode maquinado por medio de CNC (Fuente: fundacién vmo).




la remocién de material, ejemplos de
estos tenemos las maquinas CNC vy
fresadoras. Por otro lado, tenemos las
maquinas que no usan herramientas, Ssi
no que usan recursos para el corte,
ejemplos de esto son las tecnologias
como Waterjet, que usa un chorro de
agua a alta presion, el corte por plasma

y el laser. En este Ultimo se profundizara

ya que fue utilizado para la generacion
de moldes (Kalpakjian y Schimid, 2008).

4.5 CORTE POR LASER

El corte laser es un proceso térmico de
alta precision y velocidad que permite
cortar o grabar una gran cantidad de
materiales como plastico, madera y
metal. Esta tecnologia funde y evapora

total o parcialmente el material por medio

Dispositivo laser

Ilustracion 4.19 — Diagrama del funcionamientodel corte porlaser (fuente: lemaco).




de la energia de un haz de luz laser (ver
imagen 4.19) concentrada en una
pequefia area, la alta potencia
concentrada en un punto da como
resultado el corte o semi-corte. Por lo
general el corte laser va asistido por un
gas de alta presion que arrastra el
material fundido fuera del surco de corte,
generando asi una pieza limpia y sin

deformaciones (Sculpteo, S/A).

4.6 MOLDES A PARTIR DEL CORTE
POR LASER

Para este proyecto se ha utilizado la

cortadora laser Acctek modelo AKJ
1390, sus principales caractaristicas son:

- Area de trabajo de 1300x900
[mm].

- Lasertipo CO2.

- Potencia regulable (130, 150, 180
260y 300 W).

- Velocidad regulable (1 a 1000
[mm/s]).

- Presiciondel +/- 0.01 [mm].

ACCTEK AKJ1390

Imagen4.21-Maquina ACCTEKAKJ1390 (Fuente: Acctek).

El material seleccionado ha sido acrilico
de 3 [mm] de espesor. Debido a sus
excelentes propiedades, como una gran
dureza, siendo similar a algunos metales
no ferrosos como el cobre, posee una
gran resistencia mecanica (siendo este 6
veces mejor al vidrio) y maleablididad, lo




gue permite el trabajo con herramientas
(RKIPLUS, S/A).

Para la modelacién de las piezas se ha
usado el software CAD, Autocad 2016y
se generaron muestras de 52 [mm],
simulando el tamafio de una placa petri
(Ver imagen 4.20).

Ya teniendo modelada la pieza, se debe
guardar en formato “.dxf’ y se posiciona
el software de la maquina llamado
‘LaserCut’, en donde se deben

secleccionar los trazos e ingrear la

potencia y velocidad deseada (para
generar corte o semi-corte) luego de ello
mediante el mismo programa se envia el
archivo a la maquina para que interprete
y comience el trabajo.

Al tratarse de solo cortes, el tiempo de
trabajo es mucho menor, llegando a un
promdedio de 5 minutos por cada 3

placas creadas.

Ilustracion 4.20—Diagrama del primer molde en 2D.




4.6.1 PRIMER MOLDE
TIPO DE SURCO

Se generan moldes con surcos de
separacion de 0.03 [mm].

PARAMETROS:
Para semi-corte (surcos):

o Laserpower: 16
o Corner power: 13
e Speed: 300

Para corte (generar la placa):

e Laser power: 90
o Corner power: 90
e Speed: 20

OBSERVACION:

El resultado fue una pieza totalmente
lisa, esto es debido a que no se ha

considerado el grosor del laser como
parametro.

T 0.03 [mm]

Imagen4.22—-Disefiode moldes en 2d por mediodel software Autocad.




Imagen 4.23 - Fotografia del primer molde tomada conlupa Leica EZ4HD.




4.6.2 SEGUNDO MOLDE
TIPO DE SURCO

Se generan moldes con surcos de
separacion de 0.55 [mm], considerando
el grosor del laser a 0.5 [mm], se usa una
potencia estandar para semi-cortes en

acrilicos.
PARAMETROS:
Para semi-corte (surcos):

o Laser power: 20
o Corner power: 18
e Speed: 300

Para corte (generar la placa):

e Laser power: 90
o Corner power: 90
e Speed: 20

OBSERVACION:

Se logran apreciar pequefios surcos,
llegando a un promedio de 0.2 [mm] de
profundidad.

Debido a cercania del inicio de los semi-
cortes con los bordes de las placas, se

ve deformada la placa, esto es debido a

[ 055 mmi

Ilustracion4.21—Diagrama del segundo molde.



la gran potencia inicial del laser la cual
se va regulando.

Imagen4.24 -Vista superior de la microestructura del molde (A), Vista superior de molde dafiado en los
laterales poriniciodel laser (B), vista lateral ymedicionesdel molde (C).




4.6.3 TERCER MOLDE
TIPO DE SURCO:

Se usa el mismo modelo del molde
anterior, se cambian los parametros de
la potencia del laser en la cortadora para
poder alcanzar la profundidad deseaday

se extienden las lineas finales.
PARAMETROS:
Para semi-corte (surcos):

e Laser power: 22
e Corner power: 19
e Speed: 300

Para corte (generar la placa):

e Laser power: 90
o Corner power: 90
e Speed: 20

OBSERVACION:

Lo que se busca es encontrar la potencia

adecuada para la generacién de una
placa con 0.3 [mm] de profundidad.

Para este caso se ha logrado una altura
de 0.24 [mm] promedio.

T 0.55 (mm]

Ilustracion 4.22 —Diagrama del tercer molde.



Imagen4.25- Vista superiorde la microestructura del molde (A) yvista lateral ymedicdones delmolde (B).




4.6.4 CUARTO MOLDE
TIPO DE SURCO:

Se usa el mismo modelo del molde
anterior, solo se cambia la potencia del
laser para poder encontrar la

profundidad deseada.
PARAMETROS:
Para semi-corte (surcos):

o Laser power: 23
o Corner power: 20
e Speed: 300

Para corte (generar la placa):

e Laser power: 90
o Corner power: 90
e Speed: 20

OBSERVACION:

Subiendo sélo un punto en la potencia
del laser no se logran ver diferencias

con el molde anterior.

T 0.55 mm

Ilustracion 4.23 —Diagrama del cuarto molde.



Imagen4.26 - Vista superiorde la microestructura del molde (A) yvista lateral ymediciones delmolde (B).




4.6.5 QUINTO MOLDE
TIPO DE SURCO:

Se usa el mismo modelo del molde
nimero tres, al igual que el molde
anterior solo se cambia la potencia del

laser para alcanzar mayor profundidad.
PARAMETROS:
Para semi-corte (surcos):

o Laser power: 25
o Corner power: 22
e Speed: 300

Para corte (generar la placa):

e Laser power: 90
o Corner power: 90
e Speed: 20

OBSERVACION:

Se logra obtener la altura deseada
llegando a un promedio de 0.37 [mm]

Ilustracion4.24 —Diagrama del quintomolde.



Imagen4.27 - Vista superiorde la microestructura del molde (A) yvista lateral ymediciones delmolde (B).




4.6.6 MEDICION DEL CORTE LASER OBSERVACION:

TIPO DE SURCO Se logra obtener el grosor del laser de la

. . maquina siendo este de 0.4 [mm].
Solo se hace una linea para la medicion

exacta del grosor del laser.
PARAMETROS:

Para semi-corte (surcos):

o Laser power: 25
e Corner power: 22
e Speed: 300

Imagen4.28—-Imagende unsolosemicorte para medicdéndel anchodel laser.




4.6.7 OCTAVO MOLDE
TIPO DE SURCO

Se generan lineas de semicorte

separadas por 0.47 [mm].
PARAMETROS:
Para semi-corte (surcos):

o Laser power: 25
o Corner power: 22
e Speed: 300

Para corte (generar la placa):

e Laser power: 90
o Corner power: 90
e Speed: 20

OBSERVACION:

Se logran observar surcos bien definidos
con valles de ancho promedio de 0.074
[mm], siendo perfectos para las pruebas

con scaffolds.

Vi 0.47 [mm]

Ilustracion 4.25—Diagrama del octavo molde.



0,0622 n0,065|3 mm

0,0714 mm

Imagen4.29—-Vista superior del octavo molde con mediciones.




4.6.8 NOVENO MOLDE
TIPO DE SURCO

Se generan lineas de semicorte
separadas por 0.45 [mm].

PARAMETROS:
Para semi-corte (surcos):

o Laser power: 25
o Corner power: 22
e Speed: 300

Para corte (generar la placa):

e Laser power: 90
o Corner power: 90
e Speed: 20

OBSERVACION:

Se hace este molde solo como prueba
para ver si se logra hacer un surco mas
pequefio. Se logran apreciar anchos de

0.065 [mm] promedio.

1 045 mmi

Ilustracion 4.26 —Diagrama del noveno molde.



0,083:5 mm

0,068|3 mm 0,0577 mm

0,0896 mm  0,0562 mm

Imagen4.30—Vista superiordel noveno molde con mediciones.
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CAPITULO 5
EXPERIMENTACION

5.1 METODOLOGIA

Luego de terminados los moldes se
procede a hacer matrices de caucho de
silicona para realizar futuras réplicas de

estos.

El caucho se divide en dos partes, una
es el caucho propiamente tal y otra su
catalizador. En este caso se ha usado el
caucho mold max 14, creado por la
empresa Plastiquimica cuya
caracteristica principal es realizar el
curado en 4 [hrs].

La proporcion de caucho y catalizador es
de 10:1, es decir que por cada 10 [grs]

de caucho se debe usar 1 [gr] de
catalizador.

Para generar los matrices replicadoras
es necesario el uso de una camara de
vacio, esta permite la extraccion de todo

el aire que puede entrar o generar al



Imagen5.1-Procesode generaciénde moldes de
silicona. (A) Materialesnecesarios para realizar
mezcla del caucho. (B) Camara de vacio utilizada en

CB-DAL. (C) Proceso se extraccion de aire al interior

del molde. (D) Obtencionde moldesde caucho y
replicas.

hacer la mezcla del caucho y el
catalizador.

Ya obteniendo el molde de caucho, se
debe realizar las réplicas, por lo cual se

debe buscar un material que sea
compatible con el biopolimero.

Para este caso se ha hecho pruebas de
tres tipos:

- Masilla magica: Al ser altamente
espesa, no logra cubrir los surcos
alojados en el molde, por lo cual
gueda descartado.

- Masilla magica mas resina de
poliéster: la mezcla sigue siendo
altamente espesa, ocurriendo
algo similar a la masilla magica
sola.

- Resina de poliéster: Al ser
menos espeso tiene la posibilidad

de escurrir por el molde y cubrir




todas las areas, creando asi fieles
réplicas de los moldes originales.

Imagen5.2—Molde hechoa partirde masilla
magica (A), molde hechoa partir de masilla
magicayresina de poliester (B)ymolde
hecho conresina de poliéster solamente.

5.2 PROCESO DE FABRICACION DE
SCAFFODLS

Para la generacion de los scaffolds es
necesario los reactivos, por lo general se

usan:

- Gelatina
- Glicerol y/o sorbitol
- Quitosano o alginato

- Agua MiliQ autoclavada
Y en algunos casos también se usa:

- Agarosa
- NPs (TiO2) [Oxido de titanio]

Para preparar los scaffolds en primera
instancia se deben disolver los
componentes de forma separada a 50°C

en un bafo termorregulado (ver imagen
5.3).

Ya teniendo las mezclas, estas se van
agregando a en una botella en un bafio




termorregulado a 50°C, estas deben ser
mezcladas al menos por 45 [min].

Imagen4.3—Procesode mezclado en bafio
termorregulado.

Ya teniendo la mezcla de los scaffolds,
estos deben ser vertidos en los moldes
micro estructurados por medio de una
pipetaregulada (ver imagen 5.4) y deben

reposar a temperatura ambiente durante
3 a 4 [hrs].

Al pasar ese tiempo, es necesario pasar
las muestras a 4°C al menos unas 12
[hrs].

Imagen5.4—Uso de pipeta para verter mezclas en
moldes.

Luego, esta se debe colocar a -20°C por
8 [hrs] para finalmente pasarlas a -80°C,
por unas 15 [hrs].

Transcurrido ese tiempo se llevan las
muestras a liofilizar, obteniendo asi los
scaffolds finales (ver imagen 5.5)

Imagen5.5—Resultado de scaffolds luego de liofilizar.




5.3 TRABAJO CON MOLDES
APARTIR DE ESTERIOLITOGRAFIA

53.1 SCAFFOLDS A BASE DE
GELATINA DE PEZ (0.36%),
ALGINATO (0.6%), AGAROSA (0.04%)
Y GLICEROL (0.02%)

Al hacer las primeras pruebas con los

moldes hechos a partir de Ila

esteriolitografia, nos dan a conocer que

su altura del surco es muy pequefia ya
gue al desmoldar los scaffolds, se ven
surcos apenas visibles, los cuales no
servirian para la experimentacion con
células.

Dejando asi, estatecnologia descartada,
ya que se trabajé con la resolucion
minima, la cual no permite la

modificacion de altura.

Imagen5.6- Scaffoldusando el molde final a partir de la estereolitografia.




54 TRABAJO CON MOLDES mas pequefios que deberian ser los
APARTIR DEL CORTE LASER valles, se ven hacia afuera.

Una posibilidad a que esto ocurriese es
541 SCAFFOLDS A BASE DE

GELATINA DE PEZ (0.9%), ALGINATO
(0.4%), GLICEROL (0.1%) Y AGAROSA
(0.2%)

gue el scaffold al tener una estructura
muy similar a la de un algodon se
adhiriera a los moldes de resina, al cual

al momento de desmoldar, se invirtiera el
Al hacer las pruebas con este tipo de surco.

mezclas, se logran ver los surcos bien

definidos, pero extrafiamente los anchos

200 pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :6 Apr 2017 —
WD =13.0 mm Mag= 45X Time :10:39:26
Imagen5.7- Vistageneralde scaffold, tomada en microscopio SEM.




100 pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :6 Apr 2017 ZEISS
WD =125mm Mag= 300X Time :10:47:29

Imagen5.8—Vista detallada delsurco, tomada en microscopio SEM.




200 pm EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :6 Apr 2017 ZEISS
| | WD =125 mm Mag= 71X Time :9:23:46

Imagen5.9—Vista lateral delscaffold, tomada en microscopio SEM.




542 SCAFFODLS A BASE DE
GELATINA DE PEZ (0.36%),
ALGINATO (0.6%), AGAROSA (0.04%)
Y GLICEROL (0.02%)

Esta formulacion resulta ser no porosa lo
cual favorece al moldeado de las
microestructuras en el scaffold,
permitiendo un desmoldado limpio y sin

imperfecciones.
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EHT = 10.00 KV " Signal A= SE1
WD = 21.5 mm Mag= 20X

Imagen5.10—Vista general del scaffold, tomada en microscopio SEM.



EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 Date :5 Sep 2017
WD =29.5 mm Mag 50 X

Imsgen5.11—Vista lateral delscaffold, tomada en microscopio SEM.



EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Date :5 Sep 2017
WD =29.5 mm Mag = 200 X

Imagen5.12 -Vista detallada del surco, tomada en microscopio SEM.



55 ENSAYO DE SCAFFODLS
MICROESTRUCTURADOS CON
CELULAS

Ya teniendo los scaffolds preparados, se

hacen las pruebas con células, se

Fi '“& fob iy

\'
\ : q
-

observa que estas responden de forma
positiva al entorno del scaffold,

alineandose sin ningan problema.

Esto nos da a conocer que se ha dado

un gran paso para el objetivo final, el
desarrollo de la carne cultivada.

Imagen5.13 - Célulasalineadas ensurcos.




Imagen5.14-Célulasalineadas ensurcos.
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CAPITULO 6
MAS ALLA DE LA CARNE

6.1 HUESOS IN-VITRO

La experimentacion con los moles ha
permitido también ir en la busqueda de
otros horizontes como es el desarrollo de

huesos.

En este caso, se han usado las dos
tecnologias combinadas para formar
scaffolds microestructurados con forma

de huesos.

Para el desarrollo de  estos,
primeramente, se busca un modelo 3D
de huesos de la mano, en este caso se
ha usado el modelo de RSID, de la web
thingiverse.

Para las pruebas se seleccionado el
hueso  epitifis del tercer hueso
metacarpiano y es creado en la maquina
Formlabs 1+(ver imagen 6.1).



Imagen6.1Hueso desarrollado en Formlas 1+.

Ya teniendo el hueso listo, este es
pasado por la cortadora laser (ver
imagen 6.2) con los mismos parametros
usados en los Ultimos moldes del
capitulo anterior, solo que esta vez son

Unicamente lineas de semicorte.

Obtenido el hueso con la estructura, se

procede a hacer mediciones (ver imagen

Imagen 6.2 Huesos con semicortes luego de pasar porla
cortadora laser.

6.3) para corroborar los anchos y altos

de los surcos.

Terminado esto, se hacen los moldes de
caucho de silicona (ver imagen 6.4 A)
para finalmente verter las mezclas de

biopolimeros y obtener los scaffolds con




forma de hueso y microestructura en
ellos (ver imagen 6.4 B).

Imagen 6.3 Medicion de surcos de huesos luegode pasar porla cortadora ldsertomada conlupa Leica EZ4HD.




Imagen 6.4 Molde de caucho de silicona con distintas formulaciones de s caffolds (A) yresultado de scaffold con forma de hueso

(B).




o
" A

1 mm ' EHT = 25.00 kV SignalA=SE1  Date:17May2017 [
| | WD =58.0 mm Mag= 32X Time :10:58:37 |

Imagen 6.5 Vista de scaffold conforma de hueso en microscopio SEM.
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200 ym EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :17 May 2017 ZEISS
WD =125 mm Mag=_ 140X Time :10:47:06

Imagen 6.6 Vista superior de scaffold con forma de hueso en microscopio SEM.
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CAPITULO 7
CONCLUSIONES

6.1 CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo fue el
desarrollo de moldes con surcos micro
estructurados en su interior que llegasen
alrededor de los 0.03 a 0.07 [mm] de
espesor, esto con el objetivo de usarlos
como moldes para la creacion de
scaffolds que permitan la diferenciacion
de células a células musculares para la

generacion de carne in-vitro.

Para lograr esto, en primera instancia se
trabaj6 con la tecnologia de Ila
estereolitografia, para ello se usoé
software de modelacién 3D en donde se
desarrollaron varios tipos de muestras
con distintos tipos de surcos, cambiando
tanto el ancho, profundidad y direccién

de estos.

Sorprendentemente el tipo de surco

Optimo resulto ser el aquel sin surcos en



su estructura y utilizando la resolucion
minima de la maquina FormLabs 1+.

Al hacer las primeras pruebas con los
scaffolds resultd ser que la altura de la
estructura eramuy pequefia y no lograba
satisfacer las necesidades del proyecto,
es aqui donde surge un problema, este
tipo de molde al usar una resolucién
minima no se puede variar la
profundidad del surco por lo cual se tiene
gue ir en busqueda de otro método de

fabricacion.

El segundo método de generacién
escogido fue el del corte por laser, al
contrario de la fabricacion por
estereolitografia, este trabaja con
dibujos en 2D, en donde solo es
necesario la modificacion del espaciado
de los surcos, ya que la encargada de la
profundidad es la maquina propiamente
tal.

Al hacer distintas pruebas con la
separacion de surcos en el software
CAD y con las distintas potencias
ofrecidas por la maquina por corte laser,
se logra el desarrollo del molde idéneo

con el ancho y profundidades deseadas.

Para evitar el constate uso de la
cortadora laser para la generacion de
moldes, se idea la solucién de hacer
réplicas por medio del uso del caucho de
silicona y se hacen distintas pruebas de
material para las réplicas, siendo la
resina de poliéster la que logré la mejor

adaptacion.

Al momento de realizar las pruebas con
los polimeros para la realizacion de los
scaffolds, se observa que hay distintos
tipos de resultados segun la formulacién
gue se pruebe, siendo las mezclas a

base de gelatina de pez, alginato,



agarosa y glicerol, la que mejor replican
la forma de los moldes.

Por otro lado, al hacer experimentos con
células en los scaffolds con
microestructura, se observa la capacidad
de las células de organizarse en el surco,
llegando a confirmar la capacidad de

adaptacién de las células a su entorno.

También podemos decir que el
desarrollo y experimentaciéon de los
moldes ha sido un éxito, permitiendo
también la investigacion en otros
ambitos como es el desarrollo de

huesos.

Finalmente cabe mencionar que este
trabajo fue parte de una publicacion
aceptada en Springer journals (ver
anexo 5) bajo la categoria de tecnologia
en alimentos y bioprocesos, el cual se

puede buscar como:

Acevedo C., Orellana, N., Avarias K.,
Benavente D. and Prieto  P.
“Micropatterning technology to design an
edible film for in-vitro meat production”.
Food and Bioprocess Technology, pp. 1-
7.2018. ISl

DOI: 10.1007/511947-018-2095-4.
IF: 2.576. (2018), Q1 (SJR), Q1 (JCR)

Este puede ser consultado en:
https://link.springer.com/article/10.1007/
$11947-018-2095-4
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ANEXOS




1. RENDERS DE MOLDES
GENERADOS

1.1 Primer molde




1.2 Segundo molde




1.3 Tercer molde




1.4 Cuarto molde




1.3 Quinto molde




1.6 Sexto molde




1.7 Septimo molde




1.8 Octavo molde




1.9 Noveno molde




1.6 Décimo molde




1.7 Decimoprimer, decimosegundo y
decimotercer molde




1.8 Decimocuarto y decimoquinto
molde




1.9 Decimosexto molde




1.10 Decimoseptimo molde




2 POSICIONAMIENTO DE PIEZAS
2.1 One-click print




2.2 Posicionamiento vertical

Lo [ - PreForm
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2.3 Posicionamiento a 45°




3 ERRORES ENCONTRADOS EN
PROCESO DE FABRICACION

3.1 MOLDES A PARTIR DE LA
ESTEREOLITOGRAFIA.

3.1.1 Falta deresina

El error mas comun que puede ocurrir en
la elaboracion de piezas usando la

estereolitografia, es la falta de resina en

Imagen Anexo 3.1.1 - Molde inconcluso por
falta de resinaen eltanque.

el estanque, lo que provoca un pieza
cortada.

312 NO ADHESION A LA
PLATAFORMA DE TRABAJO

Otro error comun es que el laser al curar
no se adiera correctamente a la

plataforma de trabajo, generando una
lamina de resina curada en el estaque.

Imagen Anexo 3.1.2 - Laminaderesinagenerada por

la no adhesion alaplataforma de trabajo (Fuente:

3dprintingindustry).




3.2 MOLDES A PARTIR DEL CORTE
LASER
3.2.1 MATERIAL

Al tratar de hacer moldes con plasticos
de baja calidad, estos resultaban
guemados y deformados por el calor que

emite el laser de la cortadora.

Imagen Anexo 3.2.1 - Quemadura generada por
exceso de calordebido a la baja calidad de material.

3.3 GENERACION DE MATRIZ DE
CAUCHO DE SILICONA
3.3.1 PROPORCIONES

3.3.1.1 BAJA PROPORCION DE
CATALIZADOR

Al usar una baja proporcion entre el
caucho y el catalizador, este no logra
curar en el tiempo correcto, dejando una

mezcla viscosa y sin saber el tiempo de
curado.

Imagen Anexo 3.3.1.1 - Matriz viscosa por
falta de catalizador.




3.3.1.2 ALTA PROPORCION DE
CATALIZADOR

Al contrario de caso anterior, al usar una
alta cantidad de catalizador en la mezcla
de caucho, éste cura muy rapidamente y
al estar extrayendo en aire en condicién

de vacio, produce un molde deformado.

Imagen Anexo 3.3.1.2 - Molde deformado porla
camarade vacio por exceso de catalizador.




4 FOTOS DEL MOLDE NUMERO
DECIMOSEPTIMO TOMADAS EN EL
LABORATORIO SEM
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Imagen Anexo 4 — Medicion de profundidad.
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Imagen Anexo 4.1 — Medicion del ancho del surco.
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Imagen Anexo 4.2 — Medicion de la separacion entre surcos.
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Abstract

In vitro meat is an edible muscle tissue produced in a laboratory using bioengineering tools,
avoiding the slaughter of farmed animals. In the early stages of in vitro meat production, the
muscle cells need to be oriented and aligned to form muscle fibers. Additionally, the adherent
muscle cells require an appropriate matrix where they can proliferate and differentiate. In this
work, a film (matrix) was formulated with edible biopolymers and then shaped using
micropattern mold and cold-casting technique. The mold was fabricated by using a laser cutter,
allowing building parallel microchannels of ~ 70 pm wide. The film surface was suitable for
laying muscle cells in a fiber-like array. Microstructural characterization of the micropatterned
structures was done by using stereoscopic microscope and scanning electron microscopy. The
micropatterned films displayed high biocompatibility, allowing muscle cell adhesion (~ 70%)
and growth (doubling time ~ 18 h). Fluorescence microscopy was used to study the morphology
of the cells cultured onto the micropatterned films, showing fiber-like morphology (~ 80-um
fiber diameters). The shape and size of the obtained cells mimic the muscle fiber. By using
immunofluorescence microscopy, the expression of specific myogenic markers was identified.
These results confirm that edible films made by casting on micropatterned molds can be used

for in vitro meat production.
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