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RESUMEN

En el presente trabajo se continia el analisis de la influencia de la radiacion UV sobre las propiedades
mecanicas de las fibras de seda de arafia. Para ello se ha empleado la seda producida por la glandula ampollacea mayor
de la especie Argiope trifasciata y se ha estudiado el comportamiento en traccion simple de fibras de seda sometidas a
diferentes tiempos de irradiacion con luz UV de longitudes de onda de 254, 312 y 365 nm. Se ha encontrado que la
radiacion ultravioleta disminuye la tension de rotura y la deformacion de rotura modificando, en algunos casos, el
aspecto general de las curvas tension-deformacion. Ademas se ha hecho uso de la radiacion UV de longitud de onda de
254 nm para introducir dafio en las fibras con objeto de realizar un analisis fractografico sistematico. El estudio se
complementa con la evaluacion del efecto producido por la irradiacion en el fenomeno de supercontraccion.

ABSTRACT

The present work continues the analysis on the influence of UV radiation on the mechanical properties of
spider silk fibers. Major ampullate gland silk (MAS) fibers were collected from Argiope trifasciata spiders, and tensile
tested after irradiation. Wavelengths of 254, 312 and 365 nm were used. It has been found that exposure to UV
radiation reduces the tensile strength and the deformation at breaking of the fibers, modifying in some cases the shape
of the stress-strain curve. In addition, radiation with a wavelength of 254 nm was used to induce damage in the fibers in
order to perform a systematic fractographic analysis. The study is complemented with the evaluation of the effect

exerted by UV irradiation on the supercontraction of spider silk.

PALABRAS CLAVE: Seda de arafia, fractografia, microestructura.

1. INTRODUCCION

Las fibras de seda de arafia constituyen un material
enormemente atractivo. Su elevada resistencia y
deformabilidad les permite almacenar gran cantidad de
energia mecanica, que pueden después disipar, de modo
que son especialmente apropiadas para absorber
impactos [1], [2]. La combinacién en un solo material
de una elevada resistencia mecdnica y una gran
deformacion de rotura implica un elevado trabajo hasta
rotura. Esta combinacion es dificil de alcanzar en los
materiales artificiales ya que las mejoras en la
resistencia mecanica suelen implicar una disminucioén
de la deformacion de rotura y viceversa [3].

De todas las sedas producidas por las aranas, la mas
resistente es la producida en la glandula ampollacea
mayor o seda MAS. Las excelentes propiedades de la
seda MAS son necesarias para cumplir su funcion en la
construccion de la estructura de las telas y como hilo de
seguridad que mantiene a la arafia unida a la superficie
sobre la que se desplaza. Este atractivo ha hecho que se
hayan dedicado importantes esfuerzos a intentar
producir fibras de proteinas inspiradas en la seda de
arafla mediante Ingenieria Genética [4]. Pese a los

esfuerzos realizados, las fibras bioinspiradas no han
llegado atn a igualar las propiedades de la seda
producida por las propias arafias. En efecto, las técnicas
de Ingenieria Genética actualmente soélo pueden
producir de manera eficiente proteinas con pesos
moleculares que son cinco veces menores que los de las
proteinas naturales [5], [6]. Existe, por este motivo, un
gran interés en establecer la relacion entre el peso
molecular de las proteinas que constituyen la seda de
arafia y las propiedades mecénicas que ésta presenta.

Con el fin de establecer esta relacion, en el presente
trabajo se contintia haciendo uso de la radiacion UV de
varias longitudes de onda [7], [8], aprovechando que el
principal efecto de la luz ultravioleta es la rotura de
enlaces covalentes [9]. Hay que indicar, sin embargo,
que la rotura de los enlaces covalentes no implica
necesariamente una disminucion del peso molecular de
las proteinas [10], sino que podria dar lugar a
entrecruzamientos. La aparicion de entrecruzamientos
(enlaces covalentes entre proteinas) conduciria a un
aumento del peso molecular. La irradiacion UV es por
tanto un medio para caracterizar la modificacion de las
propiedades mecanicas de la seda de arafia en funcion
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de la variacion del tamafio de las proteinas que la
conforman.

Para caracterizar la influencia de la radiacion UV sobre
las propiedades mecénicas de la seda de arafia, se han
sometido las fibras a diferentes tiempos de irradiacion y
se han obtenido sus curvas fuerza-desplazamiento para
poder caracterizar su variacion con el tiempo de
exposicion. Ademas se ha extendido el analisis para
incluir el efecto de la radiacion UV sobre la
supercontraccion de las fibras [11], [12]. En ultimo
lugar y con el fin de identificar los mecanismos de dafio
de las fibras de seda de arana irradiadas con luz UV se
ha realizado un analisis fractografico sistematico de
muestras con diferentes niveles de alineamiento
molecular.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En este estudio se ha utilizado la seda de arafia MAS,
hilo producido por la glandula ampollacea mayor de la
especie Argiope trifasciata. La seda se ha obtenido
mediante la técnica de hilado forzoso en una maquina
de traccion [13]. Brevemente, el procedimiento de
hilado comienza con la inmovilizacion de la arafia en
una bolsa de plastico que se fija con alfileres sobre una
superficie de poliestireno expandido. La bolsa se
perfora para permitir el acceso a las hilanderas, de las
que se obtiene el primer tramo de seda. La arana
inmovilizada se sitia sobre la base de una maquina
universal de ensayos Instron 4411. Posteriormente se
une el tramo inicial de seda a un trozo de poliestireno
expandido acoplado a un iman. Este iman se fija a una
célula de carga inductiva HBM Q-11 que permite medir
la fuerza con la que se extrae el hilo en cada momento.
La célula de carga se encuentra situada en la mordaza
movil de la maquina de traccion, mientras que la arafia
inmovilizada se coloca en la base de la maquina. El
proceso de extraccion del hilo se lleva a cabo
desplazando la mordaza movil a velocidad constante
mientras que la arafia permanece fija en la base de la
maquina. Se ha obtenido seda a dos velocidades de
hilado: 50 mm/min y 500 mm/min. Con este método de
extraccion de hilo se obtiene aproximadamente 1 metro
de fibra. La técnica de hilado forzoso en maquina de
traccion tiene la ventaja de que las fibras obtenidas
presentan la menor variabilidad observada en los
distintos procesos de hilado permitiendo identificar el
efecto de la radiacion UV mediante la comparacion de
los resultados obtenidos a partir de muestras irradiadas
y de muestras control sin irradiar.

Para determinar la influencia de la radiacion UV en las
propiedades mecanicas de la seda de arafia y su relacion
con los diferentes estados de alincamiento molecular
hemos hecho uso del proceso de supercontraccion. La
inmersion de las fibras de seda MAS en agua, sin
impedir su acortamiento, produce una serie de cambios
en sus propiedades; a este fendomeno se le conoce como
supercontraccion y se caracteriza por una disminucion
de mas del 50 % de la longitud inicial de fibras. A las

fibras sometidas al proceso de supercontraccion se las
denomina fibras MS [14] y corresponden al estado de
maximo enrollamiento (o equivalentemente de minimo
alineamiento) de las proteinas de la seda. Por el
contrario, las fibras obtenidas mediante hilado forzoso,
denominadas fibras FS, se encuentran en el estado de
maximo alineamiento de sus proteinas.

Para la irradiacion de las muestras se utilizan dos
lamparas ultravioleta modelo Vilmer Lourmat 215 LC
de 15 W de potencia. Una de ellas puede emitir a 254
nmy 365 nmy la otra emite a 312 nm.

Para poder determinar los cambios en las propiedades
mecanicas de la seda de arafa tras el proceso de
irradiacion se han realizado ensayos mecanicos de
traccion simple. A partir de ellos se han determinado las
curvas fuerza-desplazamiento del material utilizado.
Una vez obtenidas estas curvas y mediante la medida de
la seccion transversal de la seda en el microscopio
electronico de barrido se han determinado las curvas
tension ingenieril-deformacion ingenieril. Para realizar
los ensayos mecanicos se ha utilizado la maquina
Instron 4411 en la que se ha sustituido la mordaza
inferior de por una balanza de precision modelo
PRECISA XT 220 A con una resolucion de 0.1mg
(1uN) [14]. Todos los ensayos mecanicos se han hecho
en condiciones nominales de 25°C y 35% de humedad
relativa.

Las superficies de fractura se obtuvieron a partir de los
extremos del hilo que quedan después de realizar el
ensayo de traccion. Las muestras fueron recubiertas con
grafito para aumentar su resistencia frente al haz
electronico, permitiendo su observacion en el
microscopio electronico de barrido sin dafiar la seda.
Una vez depositado el grafito se metalizan las muestras
con oro durante 4 minutos. Posteriormente fueron
observadas y fotografiadas en un microscopio
electronico de barrido JEOL 6300. Las condiciones
tipicas de observacion han sido un voltaje de 10kV y
una intensidad de 6.10"° A, aunque estos parametros se
han variado dependiendo de la necesidad de
observacion de cada muestra. Las imagenes se han
obtenido con aumentos entre x 10000 y x15000.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se muestran las curvas tension-
deformacion ingenieriles obtenidas para las fibras FS
obtenidas mediante hilado forzoso sometidas a
diferentes tiempos de irradiacion con luz UV de
longitud de onda de 254 nm.

En primer lugar, se observa una flexibilizacion del
material, ademas de una disminucion de la tension y
deformacion de rotura a medida que aumenta el tiempo
de irradiacion de las muestras.
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Figura 1. Curvas tension ingenieril-deformacién
ingenieril de fibras FS sometidas a diferentes tiempos
de irradiacion con luz ultravioleta de 254nm.

La figura 2 muestra el efecto de la radiacion UV de
A=254 nm sobre las propiedades mecéanicas de muestras
sometidas al proceso de maxima supercontraccion
(fibras MS) e irradiadas a tiempos variables.
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Figura 2. Curvas tension ingenieril-deformacion
ingenieril de fibras MS sometidas a diferentes tiempos
de irradiacion con luz ultravioleta de 254nm.

A diferencia de los que ocurria en las fibras FS, en las
fibras MS irradiadas con luz UV de 254 nm no se
observa flexibilizacion apreciable del material. Al igual
que en el caso anterior se observa una disminucion de la
tension y de la deformacion de rotura a medida que
aumenta el tiempo de irradiacion.

En la figura 3 se muestran las curvas tension
deformacion ingenieriles para muestras de seda
irradiadas con luz UV de 254 nm y posteriormente
supercontraidas.
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Figura 3. Curva tension ingenieril-deformacion
ingenieril de fibras FS sometidas a diferentes tiempos
de irradiacién con luz ultravioleta de 254nm y luego

supercontraidas.

En este caso se aprecia una disminucion significativa de
la tension de la meseta (region entre el limite elastico y
el comienzo de la rama de endurecimiento en la que la
tensidn es practicamente constante) a medida que
aumenta el tiempo de irradiacion. Ademas, al igual que
ocurria en las muestras FS y MS sometidas a diferentes
tiempos de irradiacion con luz UV, se aprecia una
disminucioén de la tension de rotura y de la deformacion
de rotura a medida que aumenta el tiempo de
irradiacion.

En la figura 4 se representan nuevamente las curvas de
las muestras sometidas a irradiacidon y posterior
supercontraccion. En este caso, y a diferencia de la
figura 3, se representa en el eje de abscisas el valor de
L/Lo donde L es la longitud instantanea de la fibra y L,
la longitud en el estado FS. Esta representacion tiene la
ventaja de que permite tener en cuenta la posible
influencia de la radiacion UV en la longitud de
supercontraccion. En efecto, el primer valor del eje x
para cada curva es una medida de la longitud que se ha
supercontraido el hilo. De esta manera es facil apreciar
que en el proceso de supercontraccion de las muestras
FS irradiadas, a medida que aumenta el tiempo de
exposicion a la luz UV, las fibras se supercontraen
menos.
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Figura 4. Curva tension ingenieril-longitud (L/Lo) de
hilos sometidos a diferentes tiempos de irradiacion con
luz ultravioleta de 254nm y luego supercontraidos.
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Figura 5. Porcentaje de supercontraccion frente al
tiempo de irradiacion (tiaq) de hilos FS sometidos a
diferentes tiempos de irradiacion con luz ultravioleta de
254nmy luego supercontraidos.

La longitud de supercontraccion, que llamaremos Ly,
es la longitud de las fibras irradiadas y supercontraidas
al comienzo del ensayo, es decir cuando la tension es
cero. En la grafica se ve que, a medida que aumenta el
tiempo de exposicion a la radiacion UV de las muestras
de seda, la longitud de supercontraccion es mayor y por
tanto las muestras se supercontraen menos. Dicha
menor contraccion al incrementarse el tiempo de
exposicion a la radiacion UV de las muestras de seda se
pone de manifiesto mas claramente si se representa
graficamente el porcentaje de supercontraccion (%SC)

frente al tiempo de irradiacion (Figura 5). El porcentaje
de supercontraccion se define de la siguiente forma:

%SC =100 x “oLus. 4))

0

Siendo L la longitud inicial de la muestra en el estado
de alineamiento FS y Lyg la longitud de la muestra
supercontraida.
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Figura 6. Curva tension ingenieril-deformacién
ingenieril de fibras FS sometidas a diferentes tiempos
de irradiacidn con luz ultravioleta de 312nm.

La radiacion UV de 312 nm (Figura 6) y 365 nm
(Figura 7) no producen ningun efecto sobre las
propiedades mecanicas de la seda de araia.

Como se ha mostrado, la radiaciéon UV de longitud de
onda de 254 nm es la unica de las utilizadas en este
trabajo que modifica las propiedades mecanicas de la
seda de arafia. En particular se ha comprobado que la
irradiacion a esa longitud de onda provoca una
disminucién en los valores de tension y deformacion de
rotura junto con una flexibilizacion de las fibras FS. En
las muestras MS sometidas a diferentes tiempos de
irradiacion con luz UV también se aprecia la
disminucion de las tensiones y deformaciones de rotura
al aumentar el tiempo de irradiacion, no modificandose
el aspecto general de la curva. En las muestras
irradiadas y luego supercontraidas la disminucion de la
tension de la meseta es acusada produciéndose también
una disminucion en el porcentaje de supercontraccion al
aumentar el tiempo de irradiacion.

Los resultados obtenidos no permiten discernir si los
efectos asociados con la irradiacion UV son el resultado
de un acortamiento de las cadenas o, por el contrario, de
la formacion de entrecruzamientos entre las cadenas, ya
que es posible justificar los resultados macroscopicos
bajo ambas condiciones. Si bien, cada una implica unos



micromecanismos de deformacion y rotura radicalmente
diferentes. La distincion entre ambos posibles
fenémenos debera realizarse mediante el empleo de
técnicas bioquimicas.
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Figura 7. Curva tension ingenieril-deformacion
ingenieril de fibras FS sometidas a diferentes tiempos
de irradiacién con luz ultravioleta de 365 nm.

Debido a que la radiacion UV de longitudes de onda de
312nm y 365nm no produce ningun efecto sobre las
propiedades mecanicas de la seda de arafia, el analisis
fractografico se ha restringido a muestras irradiadas con
luz UV de 254 nm (Figuras 8 y 9).

Figura 8. Superficies de fractura de fibras FS
irradiadas, expuestas a tiempos de irradiacion de a) Oh,
b) 8h, ¢) 16h y d) 24h.

En general podemos decir que en las superficies de
fractura obtenidas se observa una ausencia de un
mecanismo claro de disipaciéon de energia durante la
rotura, independientemente de que el material haya sido
sometido a un proceso de supercontraccion y del tiempo
de exposicion a la radiacion de éste. Podemos decir que
el comportamiento en fractura de la seda de arafia es
localmente fragil. Ademas se observa que, a medida que
aumenta el tiempo de exposicion a la radiacion UV, las

superficies de fractura presentan una topografia mas
rugosa, al menos en las muestras FS.

) ‘" Supericies de fractura de fibras MS
irradiadas, expuestas a tiempos de irradiacion de a) Oh,
b) 8h, ¢) 16h y d) 24h.

4. CONCLUSIONES

En las curvas obtenidas se observa que la radiacion UV
de longitudes de onda de 312 y 365 nm no produce
ningin efecto sobre las propiedades mecanicas de la
seda de arafia. Sin embargo, la radiacion UV de
longitud de onda de 254 nm modifica
considerablemente sus propiedades mecanicas. Se
produce una disminucion en los valores de tension y
deformacion de rotura junto con una flexibilizacion del
material en la condicion FS a medida que aumenta el
tiempo de exposicion a la radiacion. Por otra parte, se
observa que en las fibras supercontraidas y luego
irradiadas se produce un acortamiento de la meseta.
Ademas se aprecia un importante efecto en el fenomeno
de la supercontraccion, observandose que las fibras se
supercontraen menos a medida que aumenta el tiempo
de irradiacion.

En las fractografias no se observa un mecanismo claro
de disipacion de energia durante la rotura, definiéndose
por tanto el comportamiento en fractura de la seda de
arafia como localmente fragil. Ademas, a medida que
aumenta el tiempo de exposicion a la radiacion UV las
superficies de fractura presentan una topografia mas
irregular y rugosa.
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