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RESUMEN

En el presente trabajo se estudia la influencia de la radiacion UV sobre las propiedades mecénicas y las
superficies de fractura de un polimero artificial bioinspirado en la seda de arafia. Las fibras de seda de arafia
constituyen un material enormemente atractivo ya que su elevada resistencia y deformabilidad lo convierten en el
material con mayor trabajo hasta rotura de los conocidos hasta el momento. Ademas se ha encontrado que posee una
elevada biocompatibilidad y un comportamiento biodegradable. Debido a estas excelentes propiedades se han dedicado
importantes esfuerzos a intentar producir fibras inspiradas en la seda de arafia. Fruto de estos esfuerzos es el polimero
artificial estudiado en este trabajo. Dicho polimero presenta una secuencia de aminoacidos inspirada en la spidroina 1,
que es una de las dos proteinas que conforman la seda de arafia natural.

Uno de los factores mas perjudiciales para los polimeros es la radiacion ultravioleta (UV), de presencia ubicua
en aplicaciones al aire libre, ya que puede provocar la modificacion de sus enlaces covalentes y, como consecuencia,
modificar sus propiedades mecanicas. Para evaluar el efecto de la radiacion UV sobre el material bioinspirado se ha
estudiado el comportamiento a traccion simple de fibras sometidas a diferentes tiempos de irradiacion con luz UV de
longitud de onda de 254 nm. Se ha observado que la radiacion UV de 254 nm modifica considerablemente las
propiedades mecanicas de este material a tiempos de exposicion elevados (a partir de 3 dias de irradiacion). Ademas se
ha estudiado el comportamiento a fractura de este material cuando es irradiado con luz UV. Se ha observado que a
medida que aumenta el tiempo de irradiacion las superficies de fractura comienzan a ser cada vez mas planas,
obteniéndose un aspecto extremadamente especular para muestras irradiadas durante 16 dias .

ABSTRACT

The present work studies the influence of UV radiation on the mechanical properties and the fracture surfaces
of an artificial polymer bioinspired in spider silk. Spider silk is an enormously attractive material. Its high tensile
strength and strain to break yield the highest work to fracture of all known materials. Besides it has been found that it
has a high biocompatibility and biodegradable behaviour. These singular properties have justified significant efforts
devoted to produce fibers inspired in the spider silk. The result of these efforts is the artificial polymer studied in this
work. This polymer presents an aminoacid sequence bioinspired in spidroin 1, one of the constituent proteins of silk.

Once of the main damaging agents of polymer is UV radiation, which is always present in open air
applications. UV radiation can produce the modification of the bonding organization in the material and, consequently,
can modify their mechanical properties. To evaluate the effect of UV radiation in bioinspired material we have studied
the tensile behaviour of fibers. These fibers have been subjected to different irradiation times with UV light wavelength
of 254 nm. It has been observed that exposure to 254 nm UV radiation modifies the mechanical properties of this
material for long exposure times (more of 3 days). In addition, the fracture surfaces after irradiation have been studied:
it has been observed that the surfaces become flatter with the irradiation time, and they are mirror like after 16 days of
irradiation.

PALABRAS CLAYVE: Radiacion UV, polimero, fractura.
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1. INTRODUCCION

Debido a las magnificas propiedades que posee la seda
de arafia, tales como el gran trabajo hasta rotura que
presenta [1], [2], su elevada resistencia y ligereza,
ademds de ser un material biodegradable y
biocompatible, se han dedicado importantes esfuerzos
para producirla de forma artificial.

Las singulares caracteristicas de la seda de arafia estan
impulsando toda una serie de estudios con el objetivo de
comprender y explotar sus propiedades en la fabricacion
de nuevos materiales. La produccion de dichos
materiales se basa en la sintesis mediante técnicas de
Ingieneria Genética de proteinas inspiradas en las
naturales producidas por la arafia. La seda de arafia esta
compuesta por dos proteinas de unos 300 kDa [3], [4],
spidroina 1 y spidroina 2. Hasta el momento no se han
podido sintetizar proteinas de un tamano tan elevado,
seleccionando fragmentos de dichas proteinas para su
expresion en diferentes organismos. Se han empleado
diversos sistemas de expresion de proteinas tales como
plantas transgénicas y células mamarias modificadas
[1], [5] habiéndose expresado en ellas fragmentos de las
spidroinas de las especies de arafas Nephila clavipes y
Araneus diadematus.

En particular, cientificos de la empresa canadiense de
biotecnologia Nexia [5], transfiriendo genes de arafia a
células mamarias de cabras, han obtenido un material
bioinspirado que es analizado en este trabajo.

El método de produccidn consiste en expresar el gen de
las spidroinas en células mamarias de cabra que
sintetizan esta proteina de la seda y la secretan en la
leche. Esto facilita la extraccion y la purificacion de la
proteina. La seda recombinante resultante y el proceso
de obtencion estan patentados bajo el nombre Biosteel®
(literalmente, "bioacero™).

Pese a los esfuerzos dedicados a intentar producir de
forma artificial proteinas bioinspiradas en la seda de
arafia hasta el momento no ha sido posible igualar las
propiedades de la fibras producidas por las propias
arafias [9].

Se ha comprobado que uno de los factores mas
perjudiciales para las fibras de seda de arafia es la
radiacion UV ya que puede provocar la modificacion de
sus enlaces covalentes y, como consecuencia modificar
sus propiedades mecanicas [10]. Por tanto se hace
necesario el estudio del efecto de la radiacion UV sobre
el polimero artificial bioinspirado en la seda de araia
con vistas a sus futuras aplicaciones.

Basandonos en estudios previos sobre el efecto de la
radiacion UV en las fibras de seda de arafia natural [10],
[11], [12] hemos caracterizado la influencia de la
radiaciéon UV sobre las propiedades mecéanicas de este
polimero artificial. Para ello se han sometido las fibras
artificiales a diferentes tiempos de irradiacion con luz
UV de 254 nm y se han realizado ensayos de traccion
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simple estudiandose la variacion de las curvas tension-
deformacién en funcion del tiempo de exposicion de la
muestra a la luz UV. El hecho de utilizar esta longitud
de onda es debido a que en trabajos anteriores sobre la
seda de arafia se ha comprobado que es la que produce
un efecto significativo sobre las propiedades mecanicas
del material [10], [11], [12]. Ademas se han estudiado
las superficies de fractura de este polimero artificial y se
ha evaluado el efecto de la radiacion UV en el
comportamiento a fractura de este polimero.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En el presente trabajo se han utilizado fibras de un
polimero artificial bioinspirado en la seda de arafia
natural. Estas fibras han sido obtenidas por Nexia a
partir de la clonacion de diferentes fragmentos de una
de las proteinas sintetizadas en la glandula ampollacea
mayor, la spidroina 1, de la especie de arafia Nephila
clavipes. La secuencia de aminoacidos de este
fragmento se presenta en la figura 1.

QGAGAAAAAAA GGAGQ GGYGGL GSOGAGR GGQ

GAGAAAAAA GGAGQ GGYGGL GSQGAGRGGLGGQ

GAGAAAAAAA GGVGQ GGL GGOGAGQ

AGAAARAARA GGAGQ GGYGGL GSQGAGRGGSGGA

AAAAAA GGAGQ GGYGGL GSQGAGRGGLGGQ

AAAAAAA GGAGQ GGYGGL GGOGAGQGGYGGLGSAQGAGRGGLGGO
AGAAAAAAA GGAGQ GGL GGAGAGQ

GAGAAAAAA GGAGQ GGYGGL GSQGAGRGGQ

GAGAAAAAA VGAGQ GGY GGOGAGQAGGYGGLGSOGAGRGGLGGAO
GAGAAAAAAA GGAGQ GGL GGOGAGQ

GAGAAAAAA GGAGQ GGYGGL GNOGAGRGGQ

GAAAAAA GGAGQ GGYGGL GSOGAGRGGLGGQ

GAGAAAAAA GGAGQ GGYGGL GGOGAGQAGGYGGLGSQAGSGRGGLGGO
GAGAAAAAA GGAGQ GGL GGOGAGQ

GAGAAAAAA GGVRQ GGYGGL GSQGAGRGGQ

Q

A
A

Figura 1. Secuencia de aminodcidos del fragmento
clonado de la spidroina 1.Donde G: Glicina, A:
Alanina, L: Leucina, Y: Tirosina, Q: Glutamina, V:
Valina, R: Arginina .

Para la produccion de fibras artificiales a partir de la
solucion de proteinas se usd un proceso de hilado
denominado hilado himedo (wet spinning) [6] en el
cual las fibras solidificaban en un bafio coagulante de
isopropanol [7], [8].

Para la ejecucion del trabajo se ha estudiado el
comportamiento a traccion simple de estas fibras
sometidas a diferentes tiempos de irradiacion con luz
UV de 254 nm y se han comparado con fibras sin
irradiar (muestras control).

Para la irradiacion de las muestras se utilizd una
lampara ultravioleta modelo Vilmer Lourmat 215 LC de
15 W de potencia que emitia a 254 nm.

Los ensayos mecanicos de traccion simple se realizaron
en una maquina Instron 4411 en la que se sustituy6 la
mordaza inferior por una balanza de precision modelo
PRECISA XT 220 A con una resoluciéon de 0.1mg
(1uN). A partir de los datos obtenidos del ensayo de
traccion y mediante la medida de la seccion transversal
de estas fibras en el microscopio electronico de barrido
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(SEM) se determinaron las curvas tension-deformacion
ingenieriles. Todos los ensayos mecéanicos 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 mejor observacion en el
microscopio electronico de barrido. Una vez depositado
el grafito se metalizaron las muestras con oro durante 2
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.
Las imagenes se han obtenido con aumentos de x2000.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 2 se presentan las curvas tension-
deformacion ingenieriles obtenidas mediante ensayos de
traccion simple sobre muestras del polimero artificial
bioinspirado en la seda de arana. Estas muestras han
sido sometidas a diferentes tiempos de irradiaciéon con
luz UV de 254 nm.

0.4

Figura 2. Curvas tension—deformacion ingenieriles de
fibras de un polimero artificial bioinspirado en la seda
de araiia. Estas fibras han sido sometidas a diferentes
tiempos de irradiacion con luz ultravioleta de 254nm.

La figura 2 pone de manifiesto la moderada variabilidad
de las propiedades mecanicas que presenta este
polimero artificial. Este hecho puede ser debido al
proceso de hilado mediante el que se obtienen las fibras
a partir de la solucion de proteinas. Hemos de destacar
que se ha observado una variabilidad en las propiedades
mecanicas muy superior en la seda de arafia natural [13-
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19]. Si bien, se han producido grandes avances en el
control de dicha variabilidad mediante el desarrollo de
diferentes procedimientos de hilado [20], [21].

Del andlisis de las curvas tension-deformacion
obtenidas tras la irradiacion de las muestras con luz UV
vemos que para tiempos de irradiacion cortos (tiempos
inferiores a 3 dias) la luz UV produce poca variacion en
las propiedades mecanicas del material. Sin embargo,
para tiempos de irradiacion mas largos (tiempos
superiores a 3 dias) se produce una disminucion
significativa en las propiedades mecanicas del material.

Como se puede apreciar en la figura 2, para tiempos
largos de irradiacién se produce una disminucion en los
valores de tension y deformacion de rotura.
Observandose, en el caso concreto de 16 dias de
irradiacion, que la rotura del material se produce en la
zona lineal inicial.

Las superficies de fractura de muestras irradiadas han
sido observadas por microscopia electréonica de barrido.
En las figuras 3, 4 y 5 se recogen algunas superficies de
fractura representativas obtenidas durante la realizacion
de este trabajo.

Figura 3. Superficies de fractura de fibras del polimero
artificial sin irradiar (Muestras Control).
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Figura 4. Superficies de fractura de fibras del polimero
artificial irradiadas, expuestas a tiempos de irradiacion
de a)10 min, b) 20 min, ¢) 30 min y d) 1 h.

Figura 5. Superficies de fractura de fibras del polimero
artificial irradiadas, expuestas a tiempos de irradiacion

dea)yb) 16 h, ¢) y d) 3 dias.

Figura 5. Superficies de fractura de fibras del polimero
artificial irradiadas, expuestas a 16 dias de irradiacion.
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Se observa que las muestras control (tiempo de
irradiacion de 0 h) muestran una superficie de fractura
rugosa. Para tiempos de irradiacion cortos (hasta 16
horas) la fractura sigue presentando un aspecto rugoso,
aunque a 16 horas de irradiacion se observa una fractura
mas plana. Para tiempos de irradiacion elevados (3 y 16
dias) la superficie de fractura se hace muy plana, siendo
casi especular para un tiempo de irradiacion de 16 dias.

4. CONCLUSIONES

A partir del analisis de las curvas tension-deformacion
obtenidas se observa que la radiaciéon UV de longitud de
onda de 254 nm no produce ningin efecto significativo
en las propiedades mecanicas del polimero artificial
bioinspirado en las fibras de seda de arafia para tiempos
de irradiacion cortos. Mientras que para tiempos de
irradiaciéon superiores a 3 dias se observa una
modificacion acusada de sus propiedades mecanicas. En
particular se produce una disminucion en los valores de
tension y deformaciéon de rotura. A 16 dias de
irradiacion las muestras rompen en la zona elastica
lineal, y para este tiempo de exposicion a la radiacion
UV las propiedades mecanicas de este material estan
muy degradadas.

Del analisis fractografico realizado podemos observar
que las superficies de fractura presentan un aspecto
rugoso y que para tiempos de irradiacion altos (a partir
de 3 dias) las superficies de fractura se vuelven mas
planas y especulares indicando un comportamiento en
fractura localmente fragil de este material.
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