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RESUMEN

El procesamiento de fibroina de seda (SF) por medio de la técnica de electrohilatura ha abierto un amplio
campo de posibilidades para generar membranas fibrilares a escala micro y nanométrica, que aunados a las
propiedades de biocompatibilidad y destacadas propiedades mecénicas de esta proteina, potencian su uso en
diversas aplicaciones ingenieriles y biomédicas. Los procesos de electrohilatura se encuentran sujetos a una
gran cantidad de variables y a las interacciones entre ellas, lo cual a su vez repercute en las propiedades mor-
foldgicas del material obtenido. En el presente trabajo se empleé SF proveniente de residuos sericolas co-
lombianos, disuelta en &cido férmico (AF) al 10% w/w, se estudiaron dos condiciones de campo eléctrico
(R=1y 2 kV/cm) a tres distancias (8, 10 y 12 cm), y bajo dos condiciones de flujo (0,05 y 0.1 mL/h). Las
membranas fibrosas obtenidas fueron caracterizadas por microscopia electronica de barrido (SEM), las imé-
genes se analizaron con el software ImajeJ para establecer presencia de defectos tipo beads, sus diametros y
distribuciones. Se encontr6 que el campo eléctrico menor R=1 disminuy6 la aparicion de defectos. Se realizd
un analisis de varianza (ANOVA) bajo dicha condicion y se hizo la comparacion de medias usando la prueba
Tukey (P <0.05) para las variables que mostraron diferencias significativas, usando el software estadistico R.
Los resultados indican que los pardmetros con efecto significativo son el flujo y la distancia. Por tanto, se
establecio que, entre las variables estudiadas, los resultados conseguidos con R=1 kV/cm, distancia de 12 cm
y flujo de 0,1 mL/h, promovieron la obtencién de membranas fibrilares con didmetros nanométricos unifor-
mes y sin defectos tipo beads.
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ABSTRACT

The processing of silk fibroin (SF) by means of the electrospinning technique has opened a wide field of pos-
sibilities to generate fibrillar membranes at micro and nanometric scale, which together with the biocompati-
bility properties and outstanding mechanical properties of this protein, enhance its use in various engineering
and biomedical applications. The electrospinning processes are subject to a large number of variables and the
interactions between them, which in turn affects the morphological properties of the material obtained. In the
present work we used SF from Colombian sericulture residues, dissolved in formic acid at 10% w/w, two
electric field conditions were studied (R=1 and 2 kV/cm) at three distances (8, 10 and 12 cm) and under two
flow conditions (0.05 and 0.1 mL/h). The fibrous membranes obtained were characterized by scanning elec-
tron microscopy (SEM); the images were analyzed with the ImajeJ software to establish the presence of
beads defects, their diameters, and distributions. We found that the minor electric field R=1 decreased the
appearance of defects. An analysis of variance (ANOVA) was performed under this condition and the com-
parison of means was made using the Tukey test (P <0.05) for the variables that showed significant differ-
ences, using the statistical software R. The results indicate that the parameters with significant effect were the
flow and the distance. Therefore, it was established that, among the variables studied, the results obtained
with R=1 kV/cm, distance of 12 cm and flow of 0.1 mL/h, promoted the obtaining of fibrillar membranes
with uniform nanometric diameters and without beads defects.
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1. INTRODUCCION

La SF, convencionalmente obtenida de la seda del capullo del gusano Bombyx mori (B. mori), es una proteina
estructural con propiedades mecéanicas superiores a las de otros biopolimeros naturales como el colageno [1],
es biocompatible, con permeabilidad al oxigeno y al vapor de agua, biodegradable y con una minima reac-
cién inflamatoria [2]. Lo anterior, sumado a la versatilidad para ser procesada para producir diferentes mate-
riales como membranas electrohiladas, peliculas, geles y recubrimientos, entre otros, la han convertido en
una proteina de gran interés cientifico y tecnoldgico para las industrias biomédica y farmacéutica [3].

De estos materiales, se destacan las membranas obtenidas por electrohilatura. Esta técnica permite
producir fibras a escala micro y nanométrica, con propiedades geométricas y funcionales especificas, lo que
ha permitido diversificar las aplicaciones de la SF en el area biomédica para la regeneracion de tejidos y la
liberacién controlada de farmacos [4,5]. Existen alrededor de 30 parametros diferentes que influyen en la
transformacioén de la solucion de polimero a fibras electrohiladas, entre estos: a) las propiedades de la solu-
cién, como viscosidad, conductividad y tension superficial; b) parametros de procesamiento como el campo
eléctrico aplicado, la distancia entre la punta de la aguja y el colector ademas del flujo de la solucién; y (c)
parametros ambientales como la temperatura y la humedad [3, 6].

Actualmente existen muchos tipos de equipos de electrohilado y configuraciones, y a pesar de que se
han realizado diversos estudios para evaluar el efecto de las variables en la generacién de fibras de SF elec-
trohiladas uniformes y sin defectos, cuya fuente son los capullos [2, 3, 6], las particularidades del presente
estudio como el equipo de electrohilado homemade y la constitucién heterogénea de los residuos fibrosos que
se emplean como materia prima, hacen necesario establecer variables especificas de trabajo.

Por esta razon, en este estudio se analizé la influencia en la morfologia y el tamafio de fibra de mate-
riales electrohilados de SF, a partir de residuos fibrosos, mediante un arreglo experimental que evalla el
campo eléctrico (R), el flujo de alimentacion de la solucidn y la distancia de la punta de la jeringa al colector
fijo; con el fin de plantear unas condiciones de proceso que permitan la obtencién de nanofibras de SF con
propiedades morfoldgicas ajustadas a diferentes aplicaciones biomédicas o farmacéuticas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Extraccién de Fibroina de Seda (SF)

Los residuos de seda fueron desengomados empleando una solucién acuosa de carbonato de sodio (Na,COsz)
Merck al 0,5 w/v, posteriormente fueron lavados y secados. La SF fue disuelta empleando una solucién de
bromuro de litio (LiBr) Sigma-Aldrich al 9,3 M a 60 °C, la cual se filtr6 y dializ6 en agua destilada para eli-
minar los remanentes de la sal empleada. La solucién de SF fue centrifugada, microfiltrada y secada a 35 °C
durante 24 h.

2.2 Elaboracion de membranas por electrohilado

La SF se disolvié en acido formico (FA), CH,0,, Merck del 98% de pureza, a una concentracion del
10% wi/w. Posteriormente, las soluciones de fibroina fueron introducidas en jeringas de 5 mL de volumen,
con una aguja metalica de 0,8 mm de diametro (21G). Para el proceso de elaboracién de las membranas por
electrohilado, se emple6 un colector fijo de placa plana recubierto con papel de aluminio (Figura 1). La dis-
tancia desde la punta de la aguja al colector, el campo eléctrico y el flujo de solucién variaron de acuerdo con
el arreglo experimental mostrado en la Tabla 1. Cabe aclarar que por limitaciones técnicas de capacidad ma-
xima de la fuente que suministra el campo eléctrico (20 kV), no se evalué la condicion de distancia 12 cm y
R2.
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Colector

Figura 1: Equipo de electrohilado homemade

Tabla 1: Pardmetros de electrohilado para las soluciones al 10 %w/w SF/FA.

DISTANCIA (cm) | CAMPO ELECTRICO R (kV/cm) | FLUJO DE SOLUCION (mL/h)
1 0,05
8 0,10
9 0,05
0,10
0,05
1 )
0,10
10 9 0,05
0,10
0,05
12 1 0.10

2.3 Caracterizacion morfoldgica

La morfologia de las membranas elaboradas por electrohilado fue analizada a partir de las iméagenes obteni-
das con un microscopio electrénico de barrido (SEM), JSM 6490-LV. Previo a la observacion, las muestras
fueron recubiertas con oro y se capturaron iméagenes a 1000X y 5000X para determinar la presencia y canti-
dad de defectos estructurales, asi como para realizar mediciones de diametro de fibra. Para cada condicion
analizada se calcul6 el diametro promedio a partir de 100 mediciones aleatorias utilizando el programa de
analisis de imagen (ImageJ).

2.4 Analisis estadistico

La influencia de los pardmetros de proceso individuales (campo eléctrico, flujo y distancia), asi como sus
interacciones, en el diametro medio de las fibras obtenidas, fueron estudiadas por medio de un andlisis de
varianza (ANOVA). Para las variables que mostraron diferencias significativas se realizd comparaciones por
pares de sus medias usando la prueba Tukey [7,8]. Las diferencias se consideraron estadisticamente significa-
tivas para valores P <0.05. Para el analisis estadistico se utilizo el software R [9].
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las imagenes SEM de las membranas electrohiladas de SF correspondientes a la relacién de campo eléctrico
1 kv/cm (R1) y 2 kV/cm (R2) se presentan en la Figura 2 y Figura 3, respectivamente. Al analizar la influen-
cia de los flujos evaluados (0,05 mL/h y 0,1 mL/h), se aprecia que al usar un valor menor de flujo (0,05mL/h)
manteniendo los demas valores constantes, existe una tendencia general a la reduccion de defectos tipo beads,
un aumento de los diametros de las fibras y una mayor variabilidad de estos.

Esto es comparable con lo reportado por otros autores en membranas electrohiladas de polimeros co-
mo el Nylon 6 [10] y el polivinil alcohol [11]. Por otro lado, reportes de membranas electrohiladas de SF
indican que a mayores flujos se incrementan los defectos en las membranas, lo que atribuyen a dificultades
en la evaporacion del solvente y la caida de gotas del solvente sobre la membrana [4]. Las diferencias con los
hallazgos de este trabajo pueden tener relacién con que en los reportes bibliograficos se emplearon flujos
mayores a los estudiados en el presente trabajo, mientras que a flujos relativamente bajos <0,1 mL/h este
comportamiento fue el opuesto. Sera de interés considerar para trabajos futuros ampliar el rango de flujos
evaluados, para corroborar esta hipotesis.
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Figura 2: Imagenes SEM (1000X) para las membranas de SF obtenidas con R1
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Figura 3: Imagenes SEM (1000X) para los no-tejidos obtenidos con R2.

Al analizar el efecto del campo eléctrico comparando las imagenes de la Figura 2 (R1) y la Figura 3
(R2), se observa que a mayor valor de esta variable (R2) se genera un aumento notable en la cantidad de de-
fectos beads en comparacién con las muestras obtenidas con R1. Esto se atribuye a que un aumento en el
campo eléctrico interfiere con el volumen de la gota de polimero dentro del cono Taylor, reduciéndolo y pro-
vocando que la eyeccidon de la solucion polimérica sea cada vez mas cercana a la punta de la aguja lo que se
asocia a una mayor presencia de defectos tipo beads [12].
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Respecto a los diametros de las fibras obtenidas no fue posible establecer una tendencia clara atribui-
ble al cambio en el campo eléctrico dado que una distancia de 8 cm los diametros parecen tener valores me-
nores aplicando un mayor campo eléctrico, mientras a 10 cm estos se incrementan. Por lo anterior, se estable-
ce que un campo eléctrico menor (R=1 kV/cm), disminuye la aparicién de defectos, por lo que se procede a
realizar el analisis estadistico de estos datos para establecer la significancia de las variables estudiadas en
funcion de encontrar fibras que combinen menores didmetros, mayor uniformidad y menor presencia de de-
fectos tipo beads. Por lo tanto, se considerd pertinente reducir el ANOVA, estudiando el efecto de los para-
metros distancia y flujo en la condicién de campo eléctrico R1, respecto al diametro promedio de las fibras.

En la Tabla 2 se presentan los resultados del ANOVA, a partir de los cuales se deduce que tanto el flu-
jo como la distancia son variables que tienen un efecto significativo en el diametro medio de las fibras obte-
nidas a 1 kV/cm. Por su parte, la interaccién entre la distancia y el flujo no resulté ser significativa.

Tabla 2: Andlisis de varianza (ANOVA)

VARIABLE GL SSE MSE F VALOR P
Distancia 2 17805 8903 125,821 2,63e-11
Flujo 1 6255 6255 88,396  2,29%e-8
Distancia*Flujo 2 320 160 2,264 0,133
Residuales 18 1274 71

En la Figura 4 se presentan los resultados de diametro promedio obtenidos para diferentes condiciones
de distancia y flujo a R1. Para ambos niveles de flujo, el aumento de la distancia produjo una disminucion en
el didmetro promedio, alcanzando un minimo a los 10 cm. Por encima de dicha distancia, los valores de dia-
metro promedio mostraron un leve aumento. Este comportamiento se asocia a la existencia de un punto criti-
co de distancia, en el que se da la formacidn de un jet estable y ademas se alcanza un tiempo de deposicion
suficiente para lograr la evaporacion de gran parte del solvente; lo que finalmente deriva en la formacién de
fibras mas delgadas y uniformes [3, 13]. Respecto al efecto del flujo, se encontré que al aumentar esta varia-
ble se dio una reduccién en los valores de diametro promedio. De acuerdo con lo reportado por ABDEL-
HADY et al. [14] y SCHOENMAKER et al. [15], la reduccion del diametro promedio al incrementar el flujo
se atribuye a la emergencia de jets secundarios, los cuales son producto de la solidificacién parcial de la solu-
cién en la punta de la jeringa, resultando en didametros de fibra menores comparados con los del jet inicial.

De acuerdo con la Figura 4, el no-tejido obtenido a 10 cm y un flujo de 0,1 mL/h permite la formacion
de nanofibras de menor didmetro, sin embargo segun los resultados de la (D) tienen una marcada presencia
de defectos tipo beads, por lo que no puede ser considerada la mejor condicién evaluada. Realizando el mis-
mo andlisis, las muestras obtenidas a 10 cm-0,05 mL/h y 12 cm-0,1 mL/h, presentan también menores didme-
tros (Figura 4), los resultados correspondientes a dichas muestras en la Figura 2 (C) y (F) respectivamente,
indican que la muestra 10 cm-0,05 mL/h presenta una significativa presencia de beads mientras que 12 cm-
0,1 mL/h no presenta este tipo de defectos, esta Gltima muestra exhibe ademas una mayor uniformidad en los
valores de los didmetros obtenidos, que sumado a un mayor flujo de solucién favorece un proceso de produc-
cién de fibras mas eficiente.
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Figura 4: Diametro promedio para diferentes condiciones de distancia y flujo.

4. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se evaluaron parametros de electrohilado de SF obtenida de residuos fibrosos disuelta
en FA al 10 %w/w, tales como el campo eléctrico y el flujo de la solucion. Todas las condiciones evaluadas
produjeron fibras a escala nanométrica con diferencias en didmetros, uniformidad y presencia de defectos
tipo beads. De acuerdo con los resultados experimentales un mayor campo eléctrico y valores de menores
flujo promueven la aparicion de defectos tipo beads. Del analisis de estadistico de varianza se corrobora la
significancia de las variables flujo y distancia, esta Gltima en estrecha relacion con el voltaje aplicado, al con-
tenerse en el parametro de campo eléctrico. Con lo cual, las condiciones de electrohilado, entre las estudiadas
en el presente trabajo, que conduce a la obtencion de los mejores resultados en cuanto a ausencia de defectos
tipos beads, menores diametros con mayor uniformidad y cantidad de fibras producidas, es la correspondien-
te a R1 (1 kV/cm), a una distancia de 12 cm y un flujo de0,1 mL/h partiendo de una solucién de SF/FA al 10
%w/w.
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