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Resumen

Diversos estudios demuestran la influencia de los estimulos mecéanicos sobre las
funciones celulares. En sistemas bacterianos estos estudios son incipientes y no existen
dispositivos estandarizados para experimentar con el efecto de las vibraciones sobre
cultivos. El objetivo de este proyecto fue el disefio e implementacion de un sistema de
estimulacion acustica asequible , aplicable a experimentos bioldgicos que interroguen los

efectos de vibraciones sobre cultivos bacterianos

La caracterizacion del sistema se llevo a cabo utilizando un transductor de velocidad laser,
y la simulacion de elementos finitos. Estos métodos permitieron evaluar el
desplazamiento generado durante la estimulacién en un rango de frecuencia de 1000 a
2000 Hz. Con el fin de evaluar la funcionalidad del sistema en experimentos bioldgicos,
se llevaron a cabo cultivos de dos cepas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC10145 y
PAOQ1) en diferentes medios y periodos, lo que posibilité medir las cantidades de biofilm

formado en condiciones estimuladas y no estimuladas.

Los resultados obtenidos indican que es posible realizar un movimiento perceptible por
la bacteria utilizando parlantes de motor magnético. Es esencial destacar que las
vibraciones del sistema son altamente dependientes del material de la superficie utilizado,
por lo que se recomienda realizar una caracterizacion especifica para determinar la

configuracion funcional en cada caso.

Palabras claves: Estimulacion acustica, biofilms, Pseudomonas aeruginosa



Abstract

Numerous studies have demonstrated the influence of mechanical stimuli on cellular
functions. In bacterial systems, however, such studies remain in early stages, and there
are no standardized devices for investigating the effects of vibrations on cultures. The
objective of this project was the design and implementation of an affordable acoustic
stimulation system applicable to biological experiments exploring the impact of

vibrations on bacterial cultures.

The system was characterized by using a laser velocity transducer and finite element
simulations. These methods enabled the evaluation of displacement generated during
stimulation within a frequency range of 1000 to 2000 Hz. To assess the system's
functionality in biological experiments, cultures of two Pseudomonas aeruginosa strains
(ATCC10145 and PAO1) were grown under different media and durations, allowing for

quantification of biofilm formation under stimulated and non-stimulated conditions.

The results indicate that it is possible to produce bacterial-perceptible motion using
magnet-driven speakers. It is important to emphasize that the system’s vibrations are
highly dependent on the surface material, thus specific characterization is recommended
to determine optimal configurations for each application.

Keywords: Acoustic stimulation, biofilms, Pseudomonas aeruginosa



Introduccion

La diferenciacion celular mediada por estimulos mecénicos es un campo de creciente
interés debido a que permite entender la influencia de las sefiales mecénicas, tales como
adhesion y rigidez (1). Sin embargo, el avance de este tipo de estudios en procariotas es
limitado y adn mas incipiente. Esta brecha se debe, en parte, a las dificultades
experimentales para replicar entornos mecanicos especificos y la ausencia de dispositivos

comerciales accesibles para tales estudios

El desarrollo de dispositivos especializados para aplicar estimulos mecanicos ha sido
costoso y técnicamente desafiante. A pesar de avances recientes en dispositivos
microfluidicos y bioreactores para estimular células en tiempo real, la produccion y
personalizacion de estos equipos sigue siendo una limitante importante debido a sus altos

costos de disefio y fabricacion (2).

Este panorama subraya la necesidad de desarrollar tecnologias mas accesibles para

entender mejor el impacto de los estimulos mecanicos en diferentes tipos celulares.

1.1.Mecanosensacion celular

La mecanosensacion es la capacidad de las células y tejidos de percibir estimulos
mecanicos y convertirlos en sefiales biologicas (3). Gracias a esto se llevan a cabo una
variedad de funciones biolégicas como el desarrollo embrionario, la homeostasis tisular,
la cicatrizacion de heridas y la progresion de enfermedades como el cancer (4). Las
células logran detectar sefiales mecéanicas a través de estructuras especializadas, como
integrinas, canales idnicos mecanosensibles y complejos de adhesion focal que traducen
estas sefiales fisicas en respuestas bioquimicas mediante vias de sefializacion intracelular
(5). Esto se conoce como mecanotransduccion e involucra cambios en la organizacion del
citoesqueleto, la activacion de proteinas sefializadoras como las quinasas Yy

modificaciones en la expresion génica (6).
1.2.Biofilms

Los biofilms son el resultado de varias células que entran en contacto entre ellas y/o con

una superficie formando una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (7). En el



caso de bacterias, la transformacion de una forma de vida plancténica a otra sésil
constituye un cambio analogo a lo que se observa en la diferenciacion de células
eucariotas de organismos multiceulares. Mediante interacciones célula-célula y célula-
matriz extracelular, las bacterias adquieren nuevas propiedades a comparacion de las
bacterias solas(7)(8). Entre otras ventajas, esta estrategia permite a las bacterias
patdgeneas protegerse del sistema inmune al generar una comunidad que crece en una

matriz de exopolisacaridos (8).
1.2.1. Formacion de biofilms

Un biofilm maduro tiene una interaccion intima, fuerte y resistente con la superficie que
lo aloja (8,9). Esta interaccion, compleja, fuerte y cuasi-irreversible, se desarrolla en tres
fases: union inicial a la superficie, formacion de la microcolonia y maduracion del biofilm
(8,9).

a. Union inicial a la superficie

La union inicial de las bacterias a una superficie es un proceso critico que
desencadena la formacion de biofilms, comenzando con la capacidad de las
bacterias para detectar y responder a fuerzas de contacto a las superficies biéticas
0 abioticas mediante la mecanosensacion (8-10). En el caso de P. aeruginosa, el
flagelo es clave para percibir la cercania de la superficie. El flagelo tiene un ancho
alrededor de 20 nm de ancho con una frecuencia de rotacion de 300 Hz (11). La
resistencia del fluido a la rotacion y torcion del flagelo cambia significativamente
de magnitud al aproximarse la superficie. Esta diferencia en fuerzas es un gatillo
de mecanosensacion (10). Si la adherencia de la bacteria a la superficie supera la
repulsion electrostatica se consigue el estado de adhesion reversible inicial, lo que
permite la formacion de biofilms (12). Las fuerzas que participan en esta parte es
la electrostatica, interacciones hidrofobicas y las de Lifshitz-van der Waals; la
suma de todas estas son las que logran esta interaccion inicial. Estas se pueden

ocurrir tanto en una superficie bioldgica o inerte (13).

b. Formacién de la microcolonia



Luego de la union inicial, la produccion de exopolisacaridos asegura la union por
medio de interacciones mas fuertes como dipolo-dipolo, i6nica, unién covalente,
entre otros; que llevan a la adhesion estructural de la bacteria (13,14). Las
condiciones necesarias para cada organismo son muy distintas. En caso de la P.
aeruginosa, en condiciones de crecimiento minimo, se requiere 136 minutos para
la generacion de exopolisacaridos (14). Los mecanismos por los cuales se da la
formacion de la monocapa de las células, es por la migracion lenta y la
propagacion, que son resultado de su crecimiento y division (14), estos

mecanismos son regulados por sefiales célula a célula.

¢c. Maduracion del biofilm

Esta etapa involucra distintos procesos para el crecimiento de células adheridas y
su maduracion formando micro y macrocolonias (9). Ademas, empiezan a generar

proteccidn de agentes antibacterianos y sintesis de exopolisacaridos (9,15).

1.2.2. Problematicas asociadas a biofilm

Los biofilms promueven la corrosion a través de la actividad microbiana, provocando
dafios en maquinaria e infraestructura (16). La actividad microbiana contribuye al 20%
de los costos de la corrosién del metal (17), lo que hace varios afios representd un costo
global de $300 a $500 mil millones anuales (7).

Por otro lado, en el area de la salud, los biofilms representan un problema significativo,
ya que pueden crecer en los pulmones de pacientes con fibrosis quistica (18) y/o en el
tracto urinario (19) de pacientes de otra forma sanos. En estos casos, es relativamente baja
la eficacia de los antibioticos y del sistema inmunitario (20). Del mismo modo, su alta
probabilidad de aparicion en instrumentos y ambientes hospitalarios aumenta el riesgo en

las intervenciones médicas (21).

La eliminacion de los biofilms requiere diversos métodos agresivos, que incluyen
tratamientos quimicos, detergentes, calor, entre otros (22). Uno de los métodos utilizados
para la eliminacion de biofilms en caso de infecciones relacionadas con catéteres es la
terapia de bloqueo (lock therapy) con antibioticos, especialmente utilizada para

Staphylococcus aureus y P. aeruginosa (23).
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De esta forma se puede observar que los biofilms tienen un gran impacto en el campo
econdmico y médico. Por este motivo, se requieren metodos efectivos y avanzados para
prevenir la formacion de biofilms. Esto incluye el desarrollo de nuevas tecnologias y

tratamientos que puedan inhibir su crecimiento desde el inicio.

1.2.3. Pseudomonas aeruginosa

La bacteria P. aeruginosa se caracteriza y clasifica como aerdbica gram-negativa. Es un
organismo que puede sobrevivir en distintos ambientes (24,25) y es uno de los mas
estudiado en el campo de la biologia (26). P. aeruginosa se encuentran en distintos
ambientes, como tejidos humanos, entornos hospitalarios e incluso en los dispositivos
médicos, especialmente aquellos de caracter invasivo (27). Por este motivo, son
responsables de entre el 10% y 26% de las infecciones hospitalarias segun los estudios
realizados en hospitales de Iran y Espafia (24,28-30). Una de sus principales
caracteristicas es su predisposicion para la formacién de biofilms, lo cual representa un
grave problema ya que esta formacion tiene una muy alta resistencia a antibioticos,

bacteriofagos, desinfectantes y afectan el sistema inmune del hospedador (24,27).

1.3.Métodos de vibracion

Se revisaran 3 métodos de la generacion de vibraciones para estimulo de distintos
cultivos, como células o bacterias. Entre ellos se tiene la estimulacion mediante ondas
acusticas, o actuadores piezo-eléctricos. Para realizar la busqueda de los estudios se

utilizé la herramienta Research Rabbit (enlace: https://www.researchrabbit.ai/), para

encontrar estudios que vayan en la misma linea de estimulacion de cultivos.
1.3.1. Estimulacion por medio de ondas acusticas

El estudio de Murphy (31) evalua los efectos de una vibracién acustica a baja frecuencia
y amplitud sobre la formacion de biofilm (31). En este caso se evaluo los efectos sobre la
bacteria P. aeruginosa, a 100, 800 y 1600 Hz; donde el cultivo se expuso por 48 horas de
forma continua (31). La investigacion de Murphy genera la sefial por medio de un speaker
conectado a una tarjeta de Arduino que tenia programada la onda acustica con una Unica

potencia de 0.2 W (31). Este sistema fue caracterizado por medio de un vibrémetro laser
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https://www.researchrabbit.ai/

Polytec Ltd., el cual permitia medir la amplitud medida por la frecuencia; segin su
caracterizacion, al aumentar la frecuencia, la amplitud obtenida disminuia (9 x 10° m para
100 Hz y 0.1 x 10® m para 1600 Hz), Figura 1 (31). Los resultados de Murphy muestran
que la formacién de biofilm aumenta en densidad dptica en la evaluacion por medio del

cristal violeta con una frecuencia de 800 Hz (31).

“\ “\ III —
100 200 400 800

Excitation Frequency (Hz)

O B N WA U oW

Displacement Amplitude (x10%m)

1600

Figura 1: Relacion entre desplazamiento de la superficie y frecuencia de la sefial de
estimulacion. Recuperador de (31)

Asimismo, la estimulacion acustica también es usada en biorreactores, como en el caso
del estudio de Kirsch (32) para la estimulacion en el crecimiento de fibroblastos de
cuerdas vocales. Ellos utilizan un parlante, el cual tiene un soporte que permite calzar la
placa del cultivo celular, Figura 2; a nivel del sistema, se utilizo un amplificador
XLS1502, se ofrece uno operabilidad hasta 5Hz por lo cual se trabajoé ciertas
modificaciones que permiten alcanzar valores de 10kHz (32). Es importante mencionar

que existe una reduccion al 20% de amplitud de vibracion con presencia del medio.
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Figura 2: Modelo de estimulacion propuesto por Kirsch. (A) Base del parlante con
superposicién de la placa multipozos. (B) Sistema de estimulacion. (C) Modelo de las
ondas generadas para el sistema. Recuperado de (32)

1.3.2. Estimulacion por medio de piezo-eléctricos

Uno de los estudios con uso de piezo actuadores es el de Nikukar (33), el cual tiene como
objetivo observar el efecto de nano vibraciones como de células madre mesenquimales
humanas (human mesenchymal stem cells, hMSCs). En caso de este estudio se probaron
frecuencias de 500 y 1000 Hz con dos opciones de voltaje, 10 y 19 V, la estimulacion se
mantuvo durante todo el crecimiento de la célula; donde se obtuvieron mediciones a las
24 horas, 1y 2 semanas (33). Estos régimenes de vibracion fueron realizados por medio
de piezo actuadores P-010-00H, Physik Instrumente. Estos cuentan con un diametro
interno de 5mm, un externo de 10mm y altura de 7 mm, y fueron conectados a un
generador Modelo 33210A (33). La placa Petri fue posicionada sobre el piezo actuador
de distintas formas; como se puede visualizar en la Figura 3; esto genera diferencias en
la transmision de la onda (33). Similar a estudios anteriores se hizo una caracterizacion
de un vibrometro laser SIOS Meftechnik GmbH, operado a 632.8 nm; de esta forma se
observa en la Figura 4 que la amplitud se conserva mejor a lo largo del radio de la placa

Petri en presencia del disco de aluminio.
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Otro estudio realizado para el control del crecimiento de MSC es el de Robertson (34)
cual busca deformar los discos piezoeléctricos por medio del control del campo eléctrica;
de esta forma, las variaciones pueden generar ondas sinusoidales, o que permite la
estimulacion por una nano vibracion (34). Estos piezo actuadores se unieron a placas Petri
y ademas se pudo adaptar para una placa multipozos; donde su vibracion fue medida por
medio de un interferometro laser; aca se pudo observar que al aumentar la cantidad de
pocillos el desplazamiento de la vibracion aumenta (34). Ademas, se puede observar
segun la Figura 5, que el desplazamiento aumenta de forma lineal y positiva con el voltaje
de alimentacion; no obstante, con la frecuencia; se puede observar que el desplazamiento
es menor a medida que este aumenta (34).

- |50 Hz
= 500 Hz
- 1000 Hz
. 2000 Hz

well displacement (nm)
(3

0.5 1.0 1.5 2I.(J 25 3.0
input voltage (V)
Figura 5: Relacion de desplazamiento en la base de los pocillos respecto al voltaje

inducido para distintas frecuencias. Recuperado de (34)

En la misma linea, uno de los estudios relacionados con la bacteria P. aeruginosa, es el
de Robertson (35); el modelo sugerido para la estimulacion es el observado en la Figura
6, se cuenta con un transductor piezoeléctrico, un disco de aluminio, la placa Petri como
elementos principales (35). Para los experimentos de los cultivos de P. aeruginosa se
reporta el uso de las frecuencias de 200Hz, 400Hz, 500Hz, 1kHz, 2kHz y 5kHz para la
estimulacion con un voltaje pico-pico de 20 V (35). Asi, se alcanzo un desplazamiento
aproximado de 60 nm, con variaciones segun las frecuencias usadas; la caracterizacion
de este sistema se realizd por medio de interferometria laser, de donde se obtuvo el
desplazamiento y la méaxima fuerza ejercida (35), el comportamiento obtenido sigue la
tendencia de los otros estudios reportados. Ademas, para cuantificar el biofilm se utilizo
cristal violeta, con una posterior adhesion de etanol para removerlo, donde la mayor

reduccion para una estimulacion de 24 horas se atribuye a la frecuencia de 1kHz.
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Figura 6: Sistema de estimulacion propuesto por Robertson para cultivos de P.

aeruginosa. Recuperado de (35)

Por otro lado, Liu (36) reporta el uso de pequefios transductores piezoeléctricos en forma
de anillo, en placas de 6 pocillos, debajo de cada uno de ellos se coloca el piezoeléctrico,
utilizando en el intermedio una lamina de vidrio, para la unién se utilizé Epoxi; el ancho
de banda de trabajo permisible para este sistema es de 3kHz, Figura 7 (36). Este sistema
fue utilizado para la estimulacion de nanoparticulas (células + particulas fluorescentes)
con una frecuencia de 122 kHz y un voltaje pico-pico de 6 V.

(a)

Acoustofluidic

multi-well plate Droplet

1

£ —~ J P ™
Single well % : 1 j B =
i " AP )
Glass slide { ) d 3
Piezo ring ° ' @

Figura 7: Estimulacién por medio de anillos piezo-eléctricos. Recuperado de (36)

1.3.3. Otros métodos de estimulacion

Se han generado otras estructuras para generar una vibracion en la superficie, ya sea
siguiendo formas sinusoidales como los vistos anteriormente y también onda cuadrada
que es que incluye Ballance (37). Su disefio para remover biofilms de Escherichia coli se
basa en 3 capas de elastomeros, cinta doble cara y, ademas, una capa conductora de
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carbon la cual es uno de los componentes que permite generar la deformacion de la base
(Figura 8); cabe resaltar que solo se trabajé con muy bajas frecuencias, 15 a 100 Hz (37).
La medicidn del biofilm se realizo por medio de la densidad Optica de 0.07 a 600nm de
longitud de onda de un lector de placas y la velocidad de la vibracion por medio de un

vibrometro laser Doppler (37).

< PDMS Iid
~ | <—PDMSbath .
p Tg . < Hydrogel [ | “;“
Flexible -9 <« PPfim '
Undeformed “ Vibrating t
> (Voltage Off) (AC Voltage On)
Rigid frame

Figura 8: Modelo de estimulacion mecanica por medio de una superficie deformable.
Recuperado de (37)

Finalmente, se cuenta con el estudio de Hong (38), quien uso un shaker electrodinamico,
con un rango de trabajo de 0 y 1.2kHz, para el cultivo de E. coli, el cual fue colocado
dentro de la incubadora por 24 horas a 37°C (38). Segun la caracterizacion del sistema,
se puede lograr una aceleracion maxima sobre 20g (g, el valor de la gravedad); por medio
de la técnica de Schlieren se determina el campo de desplazamiento y de esta forma,
obtener el movimiento de las oscilaciones (39). Asi se concluye que las zonas con mayor
desplazamiento son donde se genera la mayor proporcion del biofilm, como se observa

en la Figura 9.
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A Linear stage (120 Hz, 2g) B Stable pattern (3g) D Turbulence (7g)

C Unstable pattern (5g)

Surface elevation
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Figura 9: Respuesta del sistema a distintas fuerzas a la frecuencia de 120Hz.
Recuperado de (38)

a. Resumen de los estudios

A continuacion, se resume caracteristicas principales de los estudios anteriormente

mencionados:

Tabla 1: Resumen del estado del arte de estimulacion en la realizacion de cultivos.

Método de Frecuencias _ )
) ) - Organismo Estudio
estimulacion utilizadas
Ondas acusticas | 100, 800y 1600 )
P. aeruginosa (31)
(parlante) Hz
Ondas acusticas )
<10kHz Fibroblastos (32)
(parlante)
Actuadores
) o 500y 1000 Hz hMSCs (33)
piezoeléctricos
Actuadores 150, 500, 1000
) o MSC (34)
piezoeléctricos y 2000 Hz
Actuadores 200, 400, 500, )
) o P. aeruginosa (35)
piezoeléctricos | 1k, 2k y 5k Hz
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Actuadores .
) o 122kHz Nanoparticulas (36)
piezoeléctricos
Superficie )
15— 100Hz E. coli (37)
deformable
Shaker _
o 0-1.2kHz E. coli (38)
electrodinamico

1.4.Simulacion por elementos finitos

Las simulaciones por elementos finitos permiten resolver diversos problemas
relacionados con mecénica de sélidos fluidos, transferencia de calor y campos
electromagnéticos (40). En términos generales, este método divide el dominio continuo
en una cantidad finita de elementos, lo que permite hacer aproximaciones mediante
ecuaciones algebraicas (41). Ademas, permite realizar simulaciones con parametros
variables lo que permite realizar ciertas predicciones y optimaciones en diversas

condiciones (42).

Dentro de los estudios presentados anteriormente podemos observar que Nikukar (2016)
realiz6 una caracterizacion por medio de modelamiento en ANSYS para observar la
influencia del aluminio, Figura 10; en caso de los discos de 35 mm y 52mm de diametro,
se observa una deformacion casi uniforme de la vibracién regulada por la presencia de
este (33).
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Figura 10: Simulacidn realizada del desplazamiento de la base de la placa Petri
realizada en ANSYS. (C, E) Sin presencia del disco de aluminio. (A, B, D, F) Con
presencia del disco de aluminio. Recuperado de (33)

De forma similar, Liu (2020) contempl6 el uso de un andlisis por medio de elementos
finitos en COMSOL Multiphysics, el médulo acoustic-piezoelectric-solid interaction.,
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para evaluar la respuesta arménica del plato del biorreactor; esto es importante ya que se
puede analizar las frecuencias de resonancia del sistema y el comportamiento del

desplazamiento a lo largo de la superficie, Figura 11 (36).

(2)

Droplet nm
. 90

P s Glass slide

Piezo ring

10

Figura 11: Simulacion del area transversal del sistema con la estimulacion de una sefiala
a 109kHz y 6Vpp. Recuperado de (36)

Finalmente, Robertson (2018) uso un analisis de elementos finitos para predecir y

corregir el efecto vibracional en el dispositivo (34), Figura 12.

= T - T ]
307 302 29.7 29.2 28.7 282 27.7 272 26.7 304 30.1 29.8 29.5 29.2 289 28.6 284 28.1
displacement (nm) displacement (nm)

Figura 12: Analisis por medio del analisis de elementos finitos de los armonicos de la
superficie de la placa multipozos. (A) Respuesta a 1kHz. (B) Respuesta a 2kHz.
Recuperado de (34)
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I1. Hipdtesis/Pregunta de investigacion y objetivos

2.1.Pregunta

¢Como generar una vibracion en la escala de percepcion de la P. aeruginosa mediante

ondas acusticas en el rango audible, que sea aplicable en ensayos con cultivos?

2.2.Hipotesis

El uso de ondas acusticas, en el rango audible, puede generar una vibracion con rango de
amplitudes entre nandmetros a micrémetros, lo que seria aplicable en una superficie al

fondo de un cultivo de P. aeruginosa.

2.3.0bjetivos

A partir de lo planteado en la hipotesis se ha planeado los siguientes objetivos:

2.3.1. Objetivo General

Desarrollar un estimulador acustico de bajo costo para el ensayo de vibraciones en el

rango audible sobre cultivos de P. aeruginosa capaces de formar biofilm.

2.3.2. Obijetivos Especificos

- Disefiar y construir un sistema de estimulacion acustica que permita modular la
amplitud de vibracion segun la frecuencia y voltaje aplicados.

- Obtener la distribucion de la amplitud transmitida a la superficie de una placa
Petri segun la frecuencia de la sefial de alimentacion mediante una simulacion.

- Validar el funcionamiento del dispositivo durante ensayos de formacion de

biofilm en un cultivo de P. aeruginosa.
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I11. Materiales y métodos

3.1.Disefio del sistema de vibracién

En el presente trabajo se utilizd la metodologia de Design Thinking, donde se

establecieron los siguientes requerimientos para el desarrollo del dispositivo:

Empatizar ] ) A
Entender la importancia de estudiar
e la influencia de las vibraciones en Seccién 1.2
N y, experimentos bioldgicos
Definir
Plantear los requerimientos en
términos de magnitud de
desplazamiento, costo y estabilidad
/
Idear
~ Proponer una estructura para el
@ estimulador de vibracion
Prototipar
E Implementar el prototipo
Evaluar « Caracterizacion del  prototipo:
Amplitud y estabilidad .z
« Validacién de los requerimientos: Se Seccion 4 y 5
\/ pueda utilizar durante experimentos
biocldgicos

Figura 13: Proceso de Design Thinking de un estimulador de vibracion para
experimentos bioldgicos, detallado por etapas clave y su relacidn con las secciones del

documento.

a. Requerimientos funcionales
e Generar vibraciones en el rango de micrometros a nanémetros
e Producir una vibracion perceptible en el rango de mayor interés: 1000 a
2000 Hz, los cuales son considerados en la mayor parte de los estudios
presentados en el estado del arte
e Operar dentro de una incubadora a 37° C
e Mantener una frecuencia de resonancia fuera del rango de interés para

evitar distorsiones
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e Minimizar y caracterizar las frecuencias contaminantes generadas por el
sistema o estimulos externos

e Garantizar un desplazamiento homogeéneo en la superficie de la placa Petri

b. Requerimientos no funcionales

e Diseflar un sistema que sea seguro de usar para los operadores y
experimentos

e Funcionar de manera estable y continua durante el tiempo requerido por
los experimentos

e Garantizar que el disefio sea compatible con las restricciones fisicas y
ambientales de la incubadora

e Implementacion de bajo costo

El sistema de vibracidn contiene tres componentes, que cumplen las tareas de generar la
funcién sinusoidal, amplificar la sefial voltaica, y finalmente generar la vibracion
mecanica. En la primera instancia del estudio, se trabajé con una placa Petri de

poliestireno.

== Seiial eléctrica

——> Senal mecénica

! Producir vibraciéon

Generar seial Amplificar senal

(funcién sinusoidal)

Figura 13: Fases para generar la estimulacion por ondas sonoras para la estimulacion de

superficies

De esta forma, se observa que el flujo del sistema (Figura 13) cuenta con un generador

de ondas CFG253 (Tektronix, Oregdn), un amplificador comercial Creative T60
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(Creative, Singapur); finalmente para la produccion de la vibracion se opt6 por el parlante
AS04504PS-X-R (PUI Audio, Fairborn) (Figura 14), utilizado en la literatura revisada.

Como se observa en la imagen, la primera fase es para generar la sefial, en esta se utilizd
el generador de ondas CFG253. Esta cuenta con 3 tipos de ondas: cuadrada, triangular y
sinusoidal con un rango de frecuencias de 0.3 a 3.0 MHz y un voltaje de 0 a 20 Vpp (43).
La precision del dial de este equipo es de £5% de la escala completa, lo que implica que
la frecuencia seleccionada puede variar dentro de ese margen respecto al valor indicado.
Adicionalmente, la distorsion de la onda senoidal es menor al 1% en el rango de 10 Hz a
100 kHz, y la linealidad de la onda triangular es de al menos 99% entre 20 Hz y 200 kHz.

Este dispositivo es el encargado de crear la sefial eléctrica de entrada al sistema.

Posterior la sefial debe ser amplificada, para esto el parlante comercial cuenta con una
respuesta en frecuencia entre 50 y 20 000 Hz, una ratio de sefial — ruido (Signal.to-Noise
Ratio, SNR) sobre los 75 db (44). Su poder de salida es hasta 15 W (44).

Finalmente, la sefial de vibracidn se produce por el parlante AS04504PS-X-R, que trabaja
en el rango de frecuencia de 90 a 20 000 Hz con una frecuencia de resonancia de 170 +
20% Hz, lo que implica una posible variacién en su frecuencia de resonancia entre 136
Hz y 204 Hz (45). Adicionalmente se realiza una base para dar estabilidad en la parte
inferior al parlante (Figura 15).

(a)
. ?HI
N | |
| - —]/ [
(b)
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Figura 14: Dimensiones del parlante utilizado. Estas se encuentran en milimetros

(mm). Recuperado (45)

Figura 15: Modelo 3D para la base del parlante. Este fue realizado con PLA a un 99%
de densidad.
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3.2.Caracterizacion del sistema de vibracion

Para asegurar la reproducibilidad de los experimentos, se evalud la estabilidad mecanica
del sistema. Mediante un barrido de 350 a 2000 Hz se buscaron las siguientes

caracteristicas del sistema:

- Unavibracion perceptible en el rango de mayor interés: 1000 a 2000 Hz, los cuales
son considerados en la mayor parte de los estudios presentados en el estado del
arte

- Una frecuencia de resonancia fuera del rango de interés: Esto es debido a que
genera distorsion en las frecuencias cercanas

- El valor y la magnitud de las frecuencias contaminantes ya sea por el mismo

sistema o por estimulos externos (vibraciones externas)

Los barridos de frecuencia permiten realizar un analisis completo y eficiente de los
sistemas (26). Para este barrido se utilizé un acelerémetro de carga 4374 (Bruel & Kjaer,
Nerum) adherido con cinta doble cara sobre la superficie de una placa Petri, la cual fue
colocada sobre el parlante (Figura 16 (a)). Se utiliz6 un analizador de sefiales tipo 3160-
B-042 para programar, de forma digital, la sefial de entrada al sistema y la lectura de la
sefial del sensor, y realizar cambios progresivos y controlados durante toda la medicion.
La Figura 16 (b) muestra la configuracion de medicion utilizada en este estudio. Ademas,
se realizd una medicion de la placa sin ninguna estimulacion para poder analizar los

ruidos ambientales que se encuentran en la sefial.

w-

Amplificador

Placa petri +
parlante +
acelerometro

de carga
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.............. Acelerémetro de
carga

Y7 4NNRITILILELILIL I Cinta Doble Cara
_ ......... Placa Petri
H ] \
L oy ;
Vo4 L recescescsaen: Cinta Doble Cara
a
’ --------------

Figura 16: Configuracion del sistema de medicion utilizada para la caracterizacién del
sistema. (a) Distribucidn general de los componentes. (b) Detalle de la configuracion

para el sensor.

Asi confirmada la capacidad de los componentes, se realiz6 una medicion por 15
segundos en las frecuencias especificas de 700, 800, 1000 y 2000 Hz a diferentes voltajes,
de 50 a 1000 mV, las cuales se reportan en el estado del arte (Tabla 1). Asimismo, se
incluyd una medicion sin ningan estimulo para poder evidenciar y evaluar las vibraciones
ya presentes por el ambiente. Se optd por cambiar el acelerdmetro por un transductor de
velocidad laser tipo 8323 (Briiel & Kjaer, Neerum), el cual genera una configuracién de
medicion mas compleja, pero con mayor precision (figura 17). Su uso requiere una fuente
de alimentacion tipo 2815 y el uso de papel reflectante en el centro de la base para poder

reflejar el laser.
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Fuente de
alimentacion

Amplificador

Analizador
de senales

Vibrémetro
laser

Placa petri +
parlante

(a)
.............. Transductor de
velocidad laser
&y e Papel reflactante
"""""" Placa Petri
Y
AN L Cinta Doble Cara
'
.............. Parlante

Figura 17: Configuracion del sistema de medicion utilizada para la medicion del
desplazamiento: (a) Distribucion general de los componentes. (b) Detalle de la

configuracion para el sensor.

3.2.1. Preprocesamiento de los datos

Para obtener la medicion de amplitud en la frecuencia de interes, se filtro las interferencias

que podrian estar presentes en la vibracion. Distintas sefiales del ambiente generan

24



interferencias a lo largo del espectro de frecuencias; por lo tanto, la vibracién real no
presenta Unicamente la amplitud de la vibracion en la frecuencia de interés. Para abordar
este problema se utiliz6 un filtro pasabanda en la frecuencia de interés (Figura 18 (a)). En
este caso se decidio trabajar con un filtro FIR (finite impulse response) debido a su menor
costo computacional y a que el desfase generado es menor. Se utilizd el programa de
MATLAB, el cual brinda diversas funciones para el manejo de esta. Para validar que el

filtro funcione correctamente, se evalud que exista una atenuacion suficiente en la sefial

del blanco.
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Figura 18: Ejemplo del filtro pasabanda para 2000 Hz. (a) La respuesta de frecuencia

del filtro. (b) Muestra la magnitud del espectro de frecuencia, como se puede observar

este se centra en la frecuencia de interes. (c) Ejemplo de la sefial ya filtrada.

Por medio de la respuesta en frecuencia del filtro se verificd que la frecuencia de interés
no cuente con ninguna alteracion en magnitud; en otras palabras, que el filtro presente
una respuesta de 0 dB en ese rango. Ademas, que el resto de las sefiales sean atenuadas,

lo que se puede comprobar en la Figura 18 (b) y (c).

3.2.2. Medicidn de la amplitud
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La amplitud de la sefial se obtuvo mediante la envolvente (Figura 19), la cual permite
observar las variaciones en baja frecuencia de la amplitud a lo largo de la sefial (46,47).
En MatLab, esta se obtiene con la transformada de Hilbert, se desplaza la fase de todas

las frecuencias a ”/2 y solo se conserva los valores de la magnitud (48).

s \ / \/\\J\
i & A/\/ \ /\\/ﬂ&

6 x 1073 ‘ Sefial para 2000 Hz

Desplazamiento (mm)
N o

- parte superior
parte inferior

6 : : '
2500 2600 2700 2800 2900 3000

muestra

Figura 19: Ejemplo de la medicion de la amplitud mediante la envolvente

Posteriormente, se repitio el mismo procedimiento, desde el inciso 3.2 hasta el 3.4, en una
placa Petri de vidrio Pyrex (borosilicato), para las frecuencias que demostraron una mayor
capacidad y relevancia en el estudio (1000 y 2000 Hz). En este caso, las mediciones se

realizaron con un transductor de velocidad laser VH — 1000 — D.

3.3.Simulacién del sistema de vibraciéon

Las mediciones experimentales de las vibraciones descritas en la seccién 3.2, solo se
realizaron el centro de la superficie (i.e. la placa Petri). No obstante, es importante
recalcar que uno de los puntos clave en la vibracion, son los modos; estos indican la forma
en la que es afectado el cuerpo en su conjunto. Los modos de vibracion dependen del
material y forma del objeto; y, principalmente, de la frecuencia con la que es estimulado,
como se observa en la Figura 20.
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Figura 20: Ejemplo de modos (m, n) de vibracion para distintas frecuencias.
Recuperado de (49)

.@Q

Para detectar los modos y medir como la amplitud varia en la superficie, se requiere una
simulacion 3D de toda la base de la placa Petri y la zona de contacto con el actuador. El
presente estudio fue desarrollado mediante el método de elementos finitos utilizando el
software COMSOL Multiphysics 6.2, reconocido en la literatura cientifica por su
capacidad para abordar analisis multifisicos avanzados. Este software integra modulos
especializados que permiten modelar y simular fenédmenos fisicos complejos, como la
transferencia de calor, la dinamica de fluidos, la mecénica estructural y el
electromagnetismo, facilitando un enfoque multifisico para problemas acoplados.
Ademas, su capacidad para personalizar ecuaciones fisicas y acoplar diferentes
fendmenos lo convierte en una herramienta versatil para la investigacion y la ingenieria
(50). COMSOL también permite la integracion con herramientas externas, como
MATLAB, para ampliar las capacidades de simulacion y automatizacion de estudios
paramétricos (51). Su enfoque basado en el método de elementos finitos lo posiciona
como una plataforma robusta para resolver ecuaciones diferenciales parciales complejas

y analizar problemas con geometrias no estandar (52).

3.3.1. Modelo de la estructura 3D
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La placa Petri se model6 a partir de la estructura de dos cilindros. En caso de la placa de
poliestireno, el primero de didmetro de 60mm y altura 10mm; el segundo de 58mm y
13mm respectivamente, se realizd una diferencia entre el cilindro mayor con el menor
(Figura 21). Para el de borosilicato, el primero de diametro de 50mm y altura 14mm; el

segundo de 46mmy 12mm

(@) (b)
Figura 21: Modelo 3D de la placa Petri a usarse. (a) Material poliestireno: diametro
60mm, altura 10mm y espesor 1mm. (b) Material borosilicato: Material poliestireno:

didmetro 50mm, altura 14mm y espesor 2 mm.

Adicionalmente, se replicé el contacto continuo del parlante mediante puntos, segun las
medidas expuestas en la Figura 14, para mostrar donde la placa recibe fuerza para

desplazarse, como se observa en la Figura 22.

(a) (b)
Figura 22: Modelo 3D con los puntos de contacto del parlante en la placa Petri (a)

Material poliestireno (b) Material borosilicato
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Finalmente, se unié ambos componentes en la posicion que se presenta en la misma forma

que se presenta en el sistema de caracterizacion y para los cultivos (Figura 23).

(a)

I Vector de fuerza

Limite de la superficie
de la placa Petri

Puntos de la
circunferencia de la
zona del contacto del
parlante

Punto central de la
placa Petri (evaluacién
de medicion y
simulacion)

Y Punto de evaluacidon de
la simulacion

(b)

Figura 23. Disefio de la configuracion del sistema placa Petri - parlante. (a) Ejemplo

de la configuracién para las mediciones preliminares. (b) Modelo de la simulacion
resultante con distribucion espacial de los elementos para generar las condiciones de
la simulacion y su posterior evaluacion (Los vectores de fuerza se encuentran en
todos los puntos de la zona de contacto; no obstante, por facilidad de visualizacién se

graficaron solo 10)
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En caso de la placa Petri se utilizo el material disponible en las librerias de COMSOL,
poliestireno (polystirene) y borocilicato (Corning 7740 - Pirex). Los cuales cuentan en su

libreria con las propiedades de densidad, modulo de Young y ratio de Poisson.

3.3.2. Simulacion del comportamiento por elementos finitos

Para simular la interaccion de la placa Petri con las ondas sonoras, se emple6 el modelo
de so6lido mecanico. Se simul6 una fuerza en el eje Z, en los puntos de la zona de contacto
del parlante (Figura 23). La fuerza utilizada se ajust6é gradualmente para obtener un valor
equivalente en el punto de central, donde también se realiz6 la medicion con el transductor
de velocidad laser. Luego, se examino el desplazamiento en los puntos de evaluacién a
diferentes distancias (1/5, 2/5 y el equivalente del valor del radio de la placa) del punto

central.

3.4.Protocolo para la evaluacién del efecto de la vibracion

sobre la Pseudomona aeruginosa

Se empled este protocolo para verificar que el dispositivo pueda operar de manera

continua y adaptarse a los ensayos bioldgicos en los que se utilice.
3.4.1. Cultivo de P. aeruginosa

Para realizar el cultivo de la P. aeruginosa se siguié 3 pasos: preinoculo, siembra e

incubacion.
a. Preindculo

Para cultivar P. aeruginosa, se siguio tres pasos: preindculo, siembra e incubacion. En el
preindculo, se pican colonias de cepas de P. aeruginosa en 10 mL del medio
correspondiente y se incuba a 37°C/200 RPM durante 16 a 18 horas. Luego, se centrifugd
y descartd el sobrenadante, repitiendo este paso antes de suspender el pellet celular en 1
ml de medio minimo y medir la absorbancia a 570 nm. En la siembra, la solucién se diluye
en medio LB hasta una turbidez de absorbancia a 570 nm de 0.082 y se siembran 5 mL
en placas Petri. Por ultimo, en la incubacion, las placas se incuban a 37°C durante

periodos de 3, 24 y 72 horas.
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b. Protocolo de estimulacion

Se sembrd 7 placas Petri de poliestireno las cuales recibieron distinto tratamiento, en la

siguiente forma:

- 4 placas Petri con una sefial sinusoidal con una amplitud en el orden de los
nanometros.

- 3 placas Petri no reciben ninguna estimulacion

Adicionalmente, se contd con una placa gque solo contiene medio, esta sirve de blanco

para las mediciones.

3.4.2. Medicion del biofilm resultante

Se utilizé la tincion con cristal violeta, segln el protocolo reportado por O'Toole (53). La
cantidad de cristal violeta retenido es proporcional al biofilm presente en la superficie.

Este es cuantificado mediante espectrofotometria del tinte solubilizado.

Después de la incubacion, se descarto las células volcando la placa y sacudiendo el
liquido. Se sumergi6 la placa en agua y se agito para eliminar las células no adheridas y
los componentes del medio. Se afiadi6 125 uL de cristal violeta al 0,1% a cada pocillo y
se incubd la placa a temperatura ambiente durante 10-15 min. Se enjuagd la placa de 3 a
4 veces, se sacudid y seco para eliminar restos de células y tinte. Se dejé las placas durante
toda la noche para su secado. Se tomo fotografia de la superficie de las placas tefiidas

para registrar el crecimiento de biofilm en las placas (Anexo A).

Al dia siguiente, se afiadid 125 pL de acido acético al 30% a cada pocillo para solubilizar
el cristal violeta. Se incubd durante 15 min y transfierié 125 pL del cristal violeta
solubilizado a un nuevo plato de microtitulacion. Se cuantificé la absorbancia a 550 nm

en un lector de placas.
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V. Resultados

4.1.Caracterizacion del sistema de vibracion

Luego de realizar el barrido de frecuencia y el andlisis de la sefial de la frecuencia en

blanco, se logré obtener ciertas caracteristicas del sistema. En la figura 24 se puede

observar hay una frecuencia de resonancia entre 875 y 885 aproximadamente; ademas de

observar un pico caracteristico en 1800; esto puede deberse a un error al momento de

generar la sefial. De esta forma se concluye que:
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Figura 24: Caracterizacion del sistema mediante (a) el barrido de frecuencias y (b) la

respuesta de la medicion en blanco (en (c) se puede observar una ventana mas pequefia de
frecuencia de -800 a 800.
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- Se cuenta con estabilidad en el rango de 1000 a 2000 Hz para poder trabajar en el

sistema.

- La frecuencia de resonancia se encuentra antes del rango de interés.

- De la misma forma se puede observar ruido minimo existente a lo largo de toda

la sefial, aunque es mas prominente debajo de 200 Hz. Por este motivo, es mas

recomendable usar un filtro pasabanda, para solo considerar el efecto de la

frecuencia de estimulo.

4.1.1. Amplitud de la vibracion de la placa Petri

A continuacidn, se evalué la medicién de la amplitud en ambos materiales. Como se

observa en la Figura 25, las mediciones tienen una tendencia lineal como se muestra en

la literatura. No obstante, se observa en caso de 800 y 1000 Hz un crecimiento en 50 mV,

esto podria deberse que, al tratarse de una estimulacion tan pequefia, el movimiento

generado es menor a la presencia del ruido existente en esa frecuencia.
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Figura 25: Pruebas realizadas en la placa de poliestireno: (a)Medicién del

desplazamiento para distintos voltajes y frecuencias empleadas. (b) Ventana de la

grafica de 0 a 7000 nm con anotaciones.

Como se observa la medicién méas cercana a nuestro rango de interés es en 2000 Hz con
50 mV, donde es 72.73 £37.33 nm.
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Por otro lado, se cuenta con la medicion de la placa Petri de borosilicato (Figura 26),
donde se observa una tendencia creciente, pero con un menor alineamiento. Esto podria
deberse a un efecto similar que al anterior caso. Los desplazamientos obtenidos para
1000 y 2000 Hz son de 24.19+0.13 nmy 7.19 +1.05 nm respectivamente.
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en el Borocilicato en el Borocilicato
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Figura 26: Pruebas realizadas en la placa de borosilicato: (a)Medicién del
desplazamiento para distintos voltajes y frecuencias empleadas. (b) Medicién con
anotaciones.

En ambos casos, observa el comportamiento esperado en la transmision de ondas: a
medida que la frecuencia aumenta, la amplitud del desplazamiento disminuye debido a la
atenuacion en la placa. Esto implica que a frecuencias mas bajas se logra una mayor
amplitud medida. Sin embargo, la simulacion presenta una limitacion en este aspecto, ya
que no hemos incorporado la respuesta en frecuencia, lo cual resulta crucial dado que el
voltaje introducido, en cada frecuencia, se amplifica de manera diferente. Alin no se ha
caracterizado el voltaje final que llega al parlante para cada voltaje de entrada, un dato
esencial para desarrollar una funcion que relacione la fuerza en el eje Z (en relacién con

el voltaje de entrada al parlante) con el voltaje y la frecuencia de entrada al sistema.

4.1.2. Efecto de la tapa y del fluido sobre la vibracion de la placa Petri de
poliestireno
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Como es sabido, al momento de realizar los cultivos, la placa Petri cuenta con dos
elementos importantes: la tapa de la placa Petri para proteccion y el medio de crecimiento
de la bacteria. Por este motivo, se validé que estas dos variaciones no afecten a la

medicion realizada.

Comparacién de la influencia de
x107° distintas configuraciones
T

Con tapa/Sin fluido
Sin tapa/Con fluido
Sin tapa/Sin fluido

V(m/s)

2 2.005 2.01 2.015 2.02
tiempo (s)

Figura 27: Comparacion al utilizar la placa Petri con su tapa de proteccion y al usar un

fluido como medio de cultivo. Mediciones realizadas a 600 Hz.

Como se puede observar, la influencia de la tapa en el sistema es minima, ya que no
presenta una diferencia significativa. Sin embargo, al introducir un fluido, se observa una
disminucion de més del 50% en la velocidad alcanzada por la placa, atribuible al aumento
de masa en la placa Petri. No obstante, como su desplazamiento es elevado, este sigue
siendo perceptible a pesar de la reduccion. Finalmente, esta variacién no se considerara
en el analisis, debido a que los valores maximos de desplazamiento obtenidos ya se

encuentran en el rango de los nandmetros.

4.2.Distribucién de la vibracion en la superficie de la placa

Petri

Utilizando los datos de vibracion de medidas experimentalmente, se puede establecer el

patron de movimiento a lo largo de la placa Petri mediante simulacion. En la Figura 27

se observa el patron de movimiento para la placa de poliestireno. En caso de la placa de
35



700 y 800 Hz, se tiene un mayor movimiento en los lados extremos; a diferencia de que
en 1000 Hz se presenta en los extremos y parte central y en 2000 Hz un movimiento mas

pronunciado en la parte central.
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freq(3)=1000 Hz Volume: Displacement magnitude (m) 10
fraq(2)=1000 Hz Volume: Displacement magnitude (m)

-

freq(4)=2000 Hz Volume: Displacement magnitude (m)

r

(@) (h)

Figura 27: Ejemplo de respuesta de la placa Petri de poliestireno a una carga de 0.1 N
en el eje Z a distintas frecuencias: (a) y (b) 700 Hz, (c) y (d) 800 Hz, (e) y (f) 1000 Hz,
y (9) y (h) a 2000 Hz. Vista en el plano XY: (a), (c), (€) y (9). Vista en el plano YZ: (b),

(), )y (h)

Posterior, para cada uno de los desplazamientos en 2000 Hz se establecié una fuerza para
obtener un equivalente en el orden de los nanémetros. Como se observa en la figura 28,
se confirma lo mencionado anteriormente, el mayor desplazamiento se encuentra en el

punto central.
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Desplazamiento respecto al centro de la placa Petri
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Figura 28: Desplazamiento a lo largo de la placa Petri de poliestireno en 2000 Hz para

voltajes de 50 mV, 100 mV y 200 mV.

Ademas, en la tabla 3, se observa que también existe una correspondencia lineal entre la
fuerza utilizada para simular cada uno de los voltajes en 2000 Hz.

Tabla 2: Relacion entre fuerza y voltaje para la simulacion en la placa Petri de

poliestireno.
Fuerza (N) | Voltaje (mV)
0.00011 50
0.000229 100
0.00047 200

Por otro lado, en caso de la placa Petri de borosilicato (Figura 29), se puede observar que

el mayor desplazamiento se tiene en la parte central para los dos casos simulados en 1000
Hz y 2000 Hz.
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Figura 29: Ejemplo de respuesta de la placa Petri de borosilicato a una carga de 0.1 N

en el eje Z a distintas frecuencias: (a) y (b) 1000 Hz, y (c) y (d) 2000 Hz. Vista en el

plano XY: (a) y (c). Vista en el plano YZ: (b) y (d).

En caso del desplazamiento en 2000 Hz, se realizé el mismo ajuste que en la placa de

poliestireno. De esta forma se tiene:
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Desplazamiento respecto al centro de la placa Petri
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Figura 30: Desplazamiento a lo largo de la placa Petri de borosilicato en 2000 Hz para
voltajesde 0.5, 1y 1.5 V.

A diferencia del poliestireno, se observa que hay menor varianza en el desplazamiento a

lo largo de la placa; pese a que se requiere mayores voltajes. De igual forma, en la tabla

3, se puede ver una correspondencia lineal entre la fuerza usada para simular cada voltaje.

Tabla 3: Relacion entre fuerza y voltaje para la simulacion en la placa Petri de

borosilicato.
Fuerza (N) | Voltaje (V)
0.0002 0.5
0.00039 1
0.00059 1.5

El ambiente donde se realizaron las mediciones se encontraba a temperatura ambiente,

variando entre 20°C a 25°C. Para realizar las primeras simulaciones se trabajé el ajuste

en 20° C, dentro del rango trabajado para las mediciones. No obstante, el cultivo se realiza

a 37° C, lo cual podria tener un efecto en el desplazamiento final de la placa. Por este

motivo se cambid las condiciones ambientales de la simulacién a esta temperatura. En la

Figura 31 se puede observar los resultados para el poliestireno y en la tabla 4 el resultado

de los desplazamientos en la superficie de la placa:
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Volume: Displacement magnitude, paak (m) Point: Displacement magnitude (m)

freq(1)=2000 Hz Volume: Displacemant k (m) Point: Displacemant magnitude (m)

(©)
Figura 31: Distribucion del desplazamiento para distintos voltajes a 37°C en la placa
Petri de poliestireno

Tabla 4: Desplazamiento obtenidos mediante simulacion para distintas temperaturas
ambientales en la placa Petri de poliestireno

) _ Temperatura (°C)
Voltaje (mV) Radio (m)
20 37
0 72.483 72.483
50 0.01 43.599 43.599
0.02 7.0818 7.0818
0.03 11.434 11.434
0 150.9 150.9
0.01 90.766 90.766
100
0.02 14.743 14.743
0.03 23.803 23.803
200 0 309.7 309.7
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0.01 186.29 186.29
0.02 30.258 30.258
0.03 48.852 48.852

Como se puede observar en los 3 voltajes probados se observa un cambio en el
desplazamiento en ninguno de los puntos evaluados. De la misma forma se realizan estas

variaciones en el borosilicato, en la Figura 32 y tabla 5 se presentan los resultados:

freq(1)=2000 Hz Volume: Displacemant magnitude, peak (m) Point: Displacement magnitude (m)

freq(1)=2000 Hz Volume: Displacemant magnitude, peak (m) Point: Displacemant magnitude (m)
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Figura 33: Distribucion del desplazamiento para distintos voltajes a 37°C en la placa

Petri de Borocilicato

Tabla 5: Desplazamiento obtenidos mediante simulacién para distintas temperaturas

ambientales en la placa Petri de borosilicato

Temperatura (°C)
20 37
7.5673 7.5673

Voltaje (V) Radio (m)

0.5 0
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0.01 7.4963 7.4963
0.02 7.3906 7.3906

0.03 7.4727 7.4727

0 14.756 14.756

0.01 14.618 14.618

. 0.02 14.412 14.412
0.03 14572 14572

0 22.323 22.323

0.01 22.114 22.114

Lo 0.02 21.802 21.802
0.03 22.045 22.045

Finalmente, se verifico que la diferencia de temperatura entre los ambientes de medicion
y la incubadora no va a tener un efecto sobre la amplitud de vibracién; debido a que no

es lo suficientemente alto para afectar en sus propiedades mecanicas.

4.3.Biofilm formado en los cultivos de P. aeruginosa

Para validar que la estimulacion acustica generada es perceptible por un cultivo capaz de
formar biofilm, se realizaron ensayos con dos cepas de P. aeruginosa (ATCC10145 y
PAOL1) en diferentes condiciones. Se utiliz6 la tincidn con cristal violeta para cuantificar
la cantidad de biofilm formado en las placas estimuladas y no estimuladas. El tinte
capturado por el biofilm fue solubilizado con acido acético y medido por absorbancia a
550 nm. Los resultados se presentan en la Tabla 6 y se puede observar imagenes de las
placas en el Anexo A.

Tabla 6: Resultados de absorbancia para las cepas sembradas.

Absorbancia P-value

PA Medio | Tiempo No

Estimulado ) Blanco
estimulado
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M9 3h 0.25+0.05 | 0.30+0.01 | 0.26 0.29

ATCC10145 010
+ cas 0.
°| 24h 0.32+0.02 | 0.40+0.01 | 0.20 0.72
24h | 0124001 | 0.11+0.01 | 0.3 0.15
M9 24h 0.28
+ cas 0.1% 0.18+0.03 | 0.17+0.004 | 0.17 :
PAO1 72h 0.11+0.05 | 0.11+0.02 | 0.15 0.49

LB 1x 24h 2.19+1.3 | 0.34+0.03 | 0.32 0.03

LB 0.5x 24h 0.93+0.25 | 0.39+0.09 | 0.24 0.03

Los datos obtenidos muestran que la respuesta a la estimulacién acUstica varia segun la

cepay el medio de cultivo.

- ATCC10145: No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
formacion de biofilm entre las condiciones estimuladas y no estimuladas (p >
0.05). En el medio M9 + cas 0.1%, los cultivos estimulados presentaron una leve
reduccion de la absorbancia en comparacién con los no estimulados (0.25+0.05
vs. 0.30+0.01 a 3 h; 0.32+£0.02 vs. 0.40+0.01 a 24 h), pero la diferencia no fue lo
suficientemente grande como para considerarse significativa (p = 0.29y p =0.72,
respectivamente).

- PAO1: La respuesta vario dependiendo del medio de cultivo:

o En el medio M9 + cas 0.1%, no se detectaron diferencias significativas
en la formacion de biofilm entre las condiciones estimuladas y no
estimuladas en ninguno de los tiempos evaluados (p = 0.15 - 0.49).

o En el medio LB, se observd un aumento significativo en la formacion de
biofilm en las placas estimuladas en comparacion con las no estimuladas.
A 24 h, la absorbancia en las placas estimuladas fue 2.19+1.3en LB 1xy
0.93+0.25 en LB 0.5x, mientras que en las no estimuladas los valores
fueron  significativamente menores (0.34+0.03 y 0.39+0.09,
respectivamente). En ambos casos, el valor de p fue de 0.03, indicando

que la diferencia es estadisticamente significativa.
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Los resultados indican que la estimulacion acuUstica puede influir en la formacion de
biofilm. Los efectos dependen del medio de cultivo y el material de la superficie, lo que

seria motivo de investigaciones biologicas que podran utilizar el dispositivo aqui

desarrollado.
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Discusion
Se logr6 generar una vibracion con amplitudes en el rango de los nandmetros,
especificamente dirigida a la placa Petri, minimizando la influencia de interferencias
externas. Las mediciones realizadas en condiciones similares a las del entorno final
validaron la estabilidad de la sefial vibratoria (54). Ademas, la documentacion detallada

de los criterios de disefio respalda la replicabilidad del sistema, tanto en su configuracién

original como en posibles modificaciones posteriores.

A diferencia de otros estudios (31), este trabajo presenta un enfoque integral que detalla
la configuracion experimental, los equipos utilizados y las especificaciones de los
componentes, asegurando una mayor transparencia en la metodologia. La caracterizacion
del sistema permite validar la fiabilidad de los resultados obtenidos y facilita su

comparacion con sistemas de vibracion previos.

El desarrollo de este prototipo de bajo costo hace accesible la evaluacion de condiciones
de vibracion en laboratorios con recursos limitados. En particular, los laboratorios
bioldgicos requieren equipos especializados debido, entre otras razones, a restricciones
de bioseguridad, lo que suele incrementar significativamente los costos de investigacion.
En este contexto, el sistema propuesto representa una alternativa asequible al priorizar el
uso de componentes comerciales, como el amplificador Creative T60 y parlantes
convencionales, en lugar de sistemas mas costosos como agitadores electromecanicos o

piezoeléctricos (31,35).

Las simulaciones realizadas mostraron que la distribucion de los desplazamientos en la
placa Petri sigue un comportamiento similar al observado en sistemas piezoeléctricos
(33), con mayores amplitudes de vibracion en los extremos de la superficie. Esto sugiere
que el dispositivo puede replicar los efectos mecanicos inducidos por otros actuadores de

vibracion, con la ventaja de ser una opcién mas accesible y adaptable.

El tipo de material de la placa de cultivo juega un papel determinante en la propagacion
de la vibracion, por ejemplo, en el estudio de Lindsay (2016) exploran cémo los
gradientes térmicos en las placas Petri afectan la transmision de ondas (55). En este caso
la variable presentada es la rigidez. El poliestireno, con un modulo de Young de 3.2 GPa,
presentd una deformacion significativamente mayor en comparacion con el borosilicato,

cuyo modulo de Young es de aproximadamente 64 GPa, lo que representa una diferencia
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del 1900% en rigidez estructural. Estas diferencias influyen directamente en la
transmision de la vibracidn, ya que materiales con mayor rigidez minimizan la atenuacion
de las ondas acusticas, favoreciendo una propagacion mas uniforme y una mayor

eficiencia en la transmision de energia en la interfase solido-liquido.

En la literatura, se ha propuesto la incorporacion de una placa de aluminio para reducir la
deformacion del poliestireno y aumentar la rigidez estructural del sistema (33,35). Sin
embargo, en este estudio se sugiere una alternativa viable mediante el uso de borosilicato,
un material con mayor moédulo de Young, lo que permite mejorar la estabilidad de la

vibracion sin la necesidad de estructuras adicionales.

Las propiedades mecanicas del material no solo afectan la propagacion de la vibracion,
sino también su interaccién con el entorno experimental. La elasticidad del material,
representada por su modulo de Young, determina el grado de deformacién bajo carga
vibratoria, mientras que la densidad influye en la velocidad de propagacion de la onda.
Materiales mas densos pueden generar una mayor inercia al movimiento, alterando la
transmision de la vibracion a lo largo de la superficie de la placa. Estas variables deben
considerarse al disefiar dispositivos de estimulacion mecénica, ya que cada material
responde de manera diferente seguin sus caracteristicas estructurales. Por esta razén, una
de las principales limitaciones identificadas en este estudio es la necesidad de caracterizar
con mayor precision los materiales utilizados, dado que su respuesta afecta directamente
la uniformidad y efectividad de la estimulacion vibratoria.

El uso de parlantes como actuadores representa una estrategia eficiente para inducir
vibraciones en superficies mas amplias. No obstante, se observé que un aumento en la
potencia de excitacion del sistema puede incrementar el ruido mecanico, particularmente
cuando la sefial de entrada varia entre 50 mV y 2.5 V. Esta variabilidad sugiere la
necesidad de desarrollar un protocolo optimizado para las pruebas con placas de
borosilicato, donde se minimicen las interferencias externas y se controle la propagacion

de la vibracion con mayor precision.

La presencia del medio de cultivo afectd la propagacion de la vibracion debido a sus
propiedades fisicas, particularmente su viscosidad y densidad. En las pruebas
comparativas con y sin medio de cultivo, se observo que la amplitud de vibracion se

redujo en mas del 50% en presencia del liquido, lo que concuerda con estudios que
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demuestran cémo la viscosidad y la densidad alteran las caracteristicas vibratorias de los
materiales (56). Este fendmeno ocurre porque el medio actia como un amortiguador
mecanico, absorbiendo parte de la energia vibratoria y limitando la transmision eficiente
hacia la interfase solido-liquido (57). Estudios previos han validado que la absorcién de
energia por parte de medios liquidos introduce amortiguamiento en sistemas vibratorios,
afectando la estabilidad de la respuesta oscilatoria (58). Estos resultados resaltan la
importancia de calibrar la amplitud de vibracion en funcién de la densidad del medio para

compensar la disipacion de energia en futuros experimentos.

Si bien este estudio se centrd en la caracterizacion del sistema de estimulacion acustica,
los resultados obtenidos pueden servir como base para investigaciones futuras sobre la
interaccion entre vibraciones mecanicas y sistemas bioldgicos. Se ha propuesto que la
estimulacion acustica en el rango de 1000-2000 Hz podria inducir cambios en la adhesién
celular a través de mecanismos de mecanosensacion bacteriana. Estudios previos han
reportado que P. aeruginosa responde a estimulos mecanicos mediante la activacion de
sistemas de sefalizacion asociados a la formacién de biofilm (31,35). Sin embargo, este
trabajo no evalué directamente dichos efectos, por lo que futuras investigaciones podrian
explorar la influencia de la vibracién en la adhesion celular y la organizacién estructural

del biofilm utilizando técnicas de microscopia avanzada y analisis de expresion génica.

Los resultados obtenidos destacan la importancia de realizar estudios adicionales para
comprender mejor los mecanismos de interaccion entre la vibracion acustica y los
sistemas bioldgicos. Se recomienda explorar otros rangos de frecuencia y evaluar el
impacto de la estimulacion a largo plazo, ademas de caracterizar con mayor precision los
materiales utilizados en la propagacion de ondas mecanicas. A partir de estas
observaciones, el sistema desarrollado en este estudio representa un avance significativo
en la generacién de vibraciones controladas y abre nuevas posibilidades para su

aplicacion en distintos contextos experimentales.
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VI.

Conclusiones

Un sistema basado en parlantes de motor magnético logra modular la amplitud y
frecuencia de vibracion sobre la superficie de una placa Petri para cultivos de P.
aeruginosa con resultados comparables a sistemas basados en piezoeléctricos, a una
fraccion de su costo

Integrando datos de medicion directa (amplitud en el punto central) y simulacion
(distribucidn de la vibracion en la superficie) se logra una caracterizacion completa del
movimiento, lo que se requiere para controlar los experimentos biol6gicos.

Debido a la forma de transmision de movimiento del sistema desarrollado, materiales
con un mayor coeficiente de Poisson requieren voltajes mas altos (p.ej. borosilicato
0.5 V), en comparacién con materiales de menor coeficiente de Poisson (p.ej.

poliestireno 0.05 V) para generar desplazamientos nanométricos.
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Anexos

Anexo A: Placas de las mediciones realizadas para PAO1 en medio LB

(b)
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(9) (h)
Figura A.1: Placas obtenidas para la Cepa PAO 1 con medio LB. (a), (b), (c) y (d) han

sido estimuladas en 2000 Hz a 50 mV, (e) es el blanco (no contiene bacteria) y (f), (9)

y (h) no han sido estimuladas

(b)

(d)



(€) (f)
(@) (h)

Figura A. 2: Placas obtenidas para la Cepa PAO 1 con medio 0.5x LB. (a), (b), (¢) y
(d) han sido estimuladas en 2000 Hz a 50 mV, (e) es el blanco (no contiene bacteria)
y (), (9) y (h) no han sido estimuladas
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