VNIVERSITATG D VALENCIA

FACULTAT DE QUIMICA
DEPARTAMENT DE QUIMICA FiSICA
INSTITUT DE CIENCIA DELS MATERIALS

ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES
MECANICAS DE BIOPOLIMEROS
NANOESTRUCTURADOS
PRESENTES EN LA NATURALEZA

Memoria que presenta
Omar Troncoso Heros
Para optar al grado de

Doctor en Ciencias Quimicas

Directores de la Tesis:
Dra. Clara M Gémez Clari
Dr. Fernando G Torres Garcia Valencia, Noviembre 2014






S VNIVERSITAT ICMUV Q’

A INSTITUT DE CIENCIA
D VALENCIA DELS MATERIALS de la

Universitat de Valéncia

D® Clara M. Gomez Clari, Catedratica del Departament de

Quimica-Fisica de la Universitat de Valéncia

D. Fernando G. Torres Garcia, Profesor Principal del
Departamento de Ingenierfa de la Pontificia Universidad Catolica
del Pera

CERTIFICAN:

Que el trabajo que presenta D. Omar Troncoso Heros en esta
memoria bajo el titulo “ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES
MECANICAS DE BIOPOLIMEROS NANO
ESTRUCTURADOS PRESENTES EN LA NATURALEZA” ha
sido realizado bajo nuestra direccion en el Departament de
Quimica-Fisica y en el Institut de Ciéncia dels Materials de la

Universitat de Valéncia.

Y para que asi conste, a efectos de su presentacion para optar al
titulo de Grado de Doctor en Ciencias Quimicas, expedimos la

presente, que firmamos a 3 de Noviembre de 2014.

Dra. Clara M Gémez Clari Dr. Fernando G Torres Garcia






AGRADECIMIENTOS

Deseo agradecer a todas las personas e instituciones de Pera y

Espafia, sin quienes esta tesis no se hubiera podido llevar a cabo.

En primer lugar a Clara Gémez, Fernando Torres y Daniel Lopez,

directora y co-directores del proyecto de tesis.

En segundo lugar a la Asociacion Universitaria Iberoamericana de
Postgrado, el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC), al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia del Pert
(COMCYTEC) y a la Facultad de Ciencias e Ingenieria de la
Pontificia Universidad Catélica del Perd (PUCP) por las becas y
ayudas recibidas.

A todas las personas que de alguna u otra manera me brindaron su

apoyo.






A mi familia






INDICE

CAPITULO 1. INTRODUCCION ....ccouuuuuumumssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssass 3
CAPITULO 2. REVISION DE LA LITERATURA ......ocoveerenersrrersenens 9
;PR ) T ) T ' o 9
2. Elbiso de Mejillon ...cccceiuenneeeriniissssnnnneeenisssssssnnneeesisssssssssaeesssssssssssssees 18
3.  Redes de fibras en 2D: la membrana de huevo....cccceeessenneeerriicissnnnnnes 30
4.  Redes de fibras en 3D: el muasculo del manto del calamar gigante ..... 35
CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL ......coetumermmesssesssseessnesns 39
1. Y R 1 (TN 39
1.1. Biso de mejillones .......cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiii 39
1.2. Membrana de RUevo ..........cccevviiiiiiiiiiiiiii 40
1.3. Manto de calamar @igante...........ccceeuiiiiiiniiiiiinnin 42
2. Técnicas de caracteriZacCion.....uvevvveereerriiiissssunneeeiiiiisssseneeessisssssssnsseees 43
2.1. Morfologia ......covviiiiiiiiiiiiiiii 43
2.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier.............. 44
2.3. Ensayos de analisis térmico ..........cceevvivivieriiiiiiiciiiiiicnec e 44
2.4. Ensayos de tension cuasi-eStatica ..........cceeevevivierinieiniecnieneneenne, 45
2.5. Ensayos de nanoindentacion ..........cccceeveeriiiinieniininiciinencneenne 49
2.6. Ensayos 1reol0giCos ........cccviiiiiiiiiiiniiiiii e, 51
CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION ....cccuuumansassssnnnns 55
1. Una fibra de biopolimeros: El biso de mejillon .......ccevveeiieennneenniscnnns 55

1.1 Caracterizacion morfoldgica .........ccccceeviiiniiiiiiiiiiiii, 55



1.2 Propiedades mecanicas .........ccovvieviiiiiiiniiniii 66

2. Red de biopolimeros: La membrana de huevo ......cccevvueeeeeeriiiisvinnnnnnes 84
2.1 Caracterizacion morfoldgica .........ccccevvviiviiiiiiiniiiiiice, 84
2.2 Propiedades mecanicas .........ccovvveviiiiiiiniiiiii 92
2.3. Anilisis de las propiedades de las fibras individuales................. 93
2.4. Analisis de las propiedades de la red..........ccoovviiiiiiiiiiiiinnnnn, 96

3. Red tridimensional: El manto del calamar gigante ......ccccceveissrvnnnnnns 112
3.1 Caracterizacion morfologica ...........ccevviiiiiiiniiiiiinniin, 112
3.2, Analisis re0l6gico y térmicCo ........ccccuviviiiniiiiiiinii, 118

CAPITULO 5. CONCLUSIONES......oooossssmsssmesssssssssssssssssssssssssssss 133

CAPITULO 6. REFERENCIAS........coiiinnnnnnnnnsninin, 137

PUBLICACIONES .....coiiiinmnmmnsmsssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsns 157

1I



SIMBOLOS Y ACRONIMOS

Col-D
Col-P
Col-NG
PreCol-D
PreCol-P
PreCol-NG
DOPA
FP
MEFP
ESM
LOM
SEM
AFM
FTIR

TGA
DSC
o(t)
1(v)

Colageno de la zona distal del biso

Colageno de la zona proximal del biso
Colageno NG del biso

Precursor de colageno de la zona distal del biso
Precursor de colageno de la zona proximal del biso
Precursor de colageno NG del biso

3,4 dihidroxi-L-fenilanina

Proteinas del pie del biso

Proteinas de pies de mejillon M. edulis
Membrana de huevo (“Eggshell membrane”)
Microscopia 6ptica de luz

Microscopia electrénica de barrido
Microscopia de fuerza atémica

Espectroscopia infrarroja con transformada de

Fourier

Analisis termogravimétrico
Calotrimetria de barrido diferencial
Esfuerzo de tension

Longitud de probeta

111



m m ©

ey

o0 >

8]

Deformacion

Moédulo de Young (médulo elastico)
Moédulo de Young de la red

Moédulo de Young de la fibra

Modulo de Poisson

Constante de resorte de cantiléver del AFM

Angulo de punta de cantiléver del AFM
Altura en la aproximacién en el AFM
Deflexion del cantiléver del AFM
Deformaciones oscilatorias en el rémetro
Periodo

Modulo de corte

Modulo de almacenamiento (en corte)
Modulo de perdidas (en corte)
Constantes empirica de ley de potencia
Exponente empirico de ley de potencia
Constante empirica

Ratio de estiramiento

Constante de ecuaciéon de Mooney
Constante de ecuacion de Mooney
Esfuerzo real

Temperatura

Constante universal de los gases

Densidad

v



WLC
ANOVA
PET
DGM
EDX
RSS

Modelo “Worm like chain”

Analisis de la varianza

Tereftalato de polietileno

Musculo del manto del calamar gigante D. gigas
Espectrometria de rayos X de energia dispersiva

Ablandamiento por esfuerzo reversible (reversible

stress sogtening)






Capitulo 1

Introduccion






CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los sistemas biologicos cuentan con materiales que cumplen
diversas funciones como las de proteccion mecanica, barreras
quimicas (membranas de células), reserva de iones (huesos),
funciones cataliticas (enzimas), transformacion de energia quimica
en energia cinética (musculos), soporte mecanico, entre otros.

A diferencia de los materiales sintéticos, los materiales de origen
biolégico se auto-ensamblan (se/f-assembled materials). Aunque el
término auto-ensamblaje no tiene una definiciéon formal,
Whitesides y Grzybowski (2012) lo definen como un proceso que
utiliza componentes pre-existentes (partes separadas o distintas de
una estructura), reversible y que puede ser controlado por el disefio

apropiado de sus componentes.

Tabla 1. Comparacién entre materiales
biolégicos y materiales de ingenieria. Adaptado
de Frantz et al. (2007).

Material Biolégico Material de Ingenieria

Elementos livianos denominados: Gran variedad de elementos:
C,N,0O,H,Ca,P,S5,Si,.. Fe, Cr, Ni, Al, Si, C, N, O, ...

Crecimiento Fabricacién

por autoensamblaje bioldgicamente a partir de fundidos, polvos, soluciones,
controlado (disefio aproximado) etc. (disefio exacto)

: |
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Estructura jerarquica Formacion (de la pieza) y

en todos los niveles de tamafio Microestructura (del material)
Adaptacion Seleccion del material de

de la forma y estructura a la funcién acuerdo a la funcidn

Modelado y Remodelado:
Disefio seguro
Capacidad de adaptacion a condiciones
(teniendo en cuenta
ambientales cambiantes
posibles cargas maximas,

Curacion: )
asi como la fatiga)
Capacidad de auto repararse

Frantz et al. (2007) presentan una comparacioén entre los materiales
auto-ensamblados y los materiales de ingenierfa (Tabla 1). Es
importante notar que la gran cantidad de funciones que cumplen
los materiales biolégicos se logran usando pocos elementos (si se
compara con la cantidad de elementos que se usan para la
fabricaciéon de materiales de ingenieria).

Las propiedades mecanicas de muchos materiales bioldgicos
dependen del ensamblaje de sus elementos estructurales. Algunas
estructuras estan formadas por diferentes tipos de fibras en una
red con determinada geometria. La geometria especifica de estas
redes esta determinada tanto por las propiedades individuales de
las fibras como por la de los enlaces que mantienen las fibras
unidas. Un ejemplo claro de este tipo de redes se encuentra en las
redes de filamentos de proteinas de la matriz extracelular y el
citoesqueleto de las células. Entre las fibras que forman estas redes

de biopolimeros importantes para el funcionamiento de los tejidos



Introduccion

biolégicos se encuentra la elastina, fibrina, colageno, actina,
filamentos intermedios, etc.

La importancia de conocer las propiedades de este tipo de redes
puede ser ejemplificada al estudiar algunas de las enfermedades
presentes en los tejidos biolégicos. De hecho, muchas
enfermedades estin asociadas a algin tipo de cambio en las
propiedades mecanicas de los componentes de los tejidos
afectados. Por ejemplo, el enfisema, una enfermedad crénica de los
alveolos pulmonares, se caracteriza por una pérdida de la
elasticidad de dicho tejido inducida por cambios bioquimicos en la
matriz extracelular. Los tejidos de los pulmones sanos tienen un
moédulo elastico de alrededor de 5 -30 kPa. En cambio, el médulo
elastico de tejidos enfermos disminuye en alrededor del 40%
(Kononov et al., 2001).

De la misma forma, se ha reportado que las propiedades mecanicas
de la matriz extracelular y las células epiteliales varfan en caso de
cancer de mama. La glandula mamaria tiene una rigidez de
alrededor de 150 Pa mientras que las que estan afectadas por
cancer tienen una rigidez de 4000 Pa (Paszek et al., 2005). Otras
enfermedades que influyen en las propiedades mecanicas de los
tejidos y células incluyen escleroderma (Enomoto et al., 1996),
arterioesclerosis y enfermedades coronarias (Liao et al., 1999).

En el presente trabajo se estudian tres sistemas distintos: el biso de
mejillén, la membrana interna de los huevos y el musculo del
manto del calamar gigante. Estos tres sistemas tienen en comun el

hecho de tener el coligeno como parte importante de su
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estructura. Los bisos de mejillones son un ejemplo de fibras
constituidas por colageno, mientras que la membrana de huevo es
una red coherente bidimensional formada por fibras individuales y
el musculo del calamar gigante es una red tridimensional.

El trabajo consistié en caracterizar los sistemas para luego analizar
su comportamiento mecanico en funcién de cémo estin
construidos (caracteristicas morfologicas) y en qué ambiente
trabajan (influencia del medio, temperatura, humedad). Como
parte del analisis de los resultados se utilizaron modelos de la
ciencia de materiales como la ecuacién de Mooney-Rivlin para
establecer  si  podian  describir  satisfactoriamente el
comportamiento de los sistemas estudiados. Con este estudio se
pretende avanzar hacia la posible construccion de un modelo
general que describa las propiedades mecanicas de los

biopolimeros nanoestructurados.
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CAPITULO 2. REVISION DE LA
LITERATURA

1. El colageno

El colageno es el componente principal de la piel y de muchos
otros tejidos, incluyendo tendones, huesos, dientes y cartilago
(Hellmich & Ulm, 2002). Debido a su importancia, el colageno y
sus componentes han sido ampliamente estudiados. Diversos
estudios describen las moléculas de colageno como varillas
delgadas con una longitud de 280-300 nm. Dichas moléculas estan
formadas por tres cadenas de polipéptidos dispuestas en una
estructura de triple hélice (Boedtker & Doty, 1956; Hall & Slayter,
1959). La Tabla 2.1 lista diferentes tipos de colageno que forman

parte de una variedad de tejidos.

Tabla 2.1. Localizacidn y estructura de los diferentes tipos de colagenos
(Mayne & Burgeson, 1987)

Estructura Estructura
Tipo Localizacion
Molecular Supermolecular
Fibrillas 67-nm | Piel, tenddn,
I 300 nm
anilladas hueso, etc.
Fibrillas pequefas 67- | Cartilago, humor
Il 300 nm
nm anilladas vitreo,
I 300 nm Fibrillas pequefas 67- | Piel, musculo, etc.
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Estructura Estructura
Tipo Localizacidn
Molecular Supermolecular
nm anilladas
390 nmn€m C Todas las
\% dominio Red no fibrilla membranas
globular basales
300 n€nm N
Mayoria de tejidos
Vv dominio Fibras pequenas
intestinales
globular
150 nm N + C
Microfibrillas, fibrillas | Mayoria de tejidos
\ dominio
100 nm anilladas intestinales
globular
Vil 450 nm Dimero Fibrillas de anclaje
Algunas células
VI ? Red hexagonal
endoteliales
2000 nm N
IX dominio FACIT Cartilago
globular
150 nmn€m C Cartilago
X dominio Red hexagonal hipertroéfico y
globular mineralizado
Xl 300 nm Fibras pequenas Cartilago

Los colagenos tipo I, II, III, V y XI son los que forman fibras

debido

a su

capacidad de

10

ensamblarse

en agregados
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supramoleculares altamente orientados. En la Figura 2.1 se
aprecian fibrillas de colageno. Dichas fibrillas muestran un patrén
de bandas caracteristico, con una  periodicidad  de
aproximadamente 70 nm, basado en una disposicién escalonada de

los monémeros de colageno individuales (Hulmes & Miller, 1981).

40
300 nm M
monomers

Figura 2.1. Representacion esquemadtica de la estructura
supramolecular de las fibrillas de colageno (A). Fibrillas dispuestas
en el tenddn normal (B) y el cartilago articular (C). Tomado de
(Gelse et al., 2003)

11
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El colageno tipo 1 (Figura 2.2) es el coligeno mas abundante.
Forma mas del 90% de la masa organica del hueso y es el principal
colageno de tendones, piel, ligamentos, cérnea, y muchos tejidos
conectivos intersticiales. Se encuentra presente en compuestos
junto con colageno tipo III (piel y fibras reticulares) (Fleischmajer
et al., 1990) o colageno tipo V (hueso, tendén, cérnea) (Niyibizi &
Eyre, 1989).

Los otros tipos de colageno forman parte de diferentes tejidos. Por
ejemplo, el colageno tipo II es el componente predominante y
caracteristico del cartilago hialino. Ademas, se encuentra en el
epitelio corneal y el nucleo pulposo de los discos intervertebrales
(von der Mark, 1999). El colageno tipo III se distribuye
ampliamente en los tejidos que contienen coligeno I con
excepcion del hueso (Rossert & Crombrugghe, 2002). Es un
componente importante de las fibras reticulares en el tejido
intersticial de los pulmones, el higado y la dermis (von der Mark,
1981).

Por otro lado, el colageno tipo V forma hetero-fibrillas junto con
los colagenos tipos I y III. Se encuentra en la matriz organica del
hueso, estroma de la cornea, la matriz intersticial de los musculos,
el higado, los pulmones, y la placenta (Birk et al., 1988). El
colageno tipo XI es co-distribuido en gran medida en el cartilago
articular con colageno de tipo II (von der Mark, 1999, Mayne,

1989).

12
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Figura 2.2. Microscopia electrénica de una molécula de
colageno tipo I. Tomado de (Mayne & Burgeson, 1987).

El colageno, como muchos otros materiales bioldgicos, tiene una
estructura jerarquica (Bhattacharjee & Bansal, 2005). La Figura 2.3
muestra un esquema de las diferentes jerarquias de disefio, que van
desde la escala nanoscopica de polipéptidos a fibras de colageno
microscopicas (Borel & Monboisse, 1993). Cada molécula de
tropocolageno muestra una disposiciéon  espacial de  tres
polipéptidos. Estas tres moléculas (polipéptidos) estin dispuestos
en una estructura helicoidal, estabilizada principalmente por
puentes de hidrégeno entre diferentes aminoacidos (glicina, prolina
e hidroxiprolina).

Los tejidos ricos en colageno estan construidos a partir de fibrillas
de colageno como bloques de construccion primarios. Estas
fibrillas tienen un espesor en el rango de 50 a unos cientos de
nanémetros y son ensambladas en una forma jerarquica en

estructuras macroscopicas. La Figura 2.4 muestra un esquema de la

13
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estructura jerarquica del tendén. En el nivel mas bajo se
encuentran las moléculas de coligeno con una longitud de
aproximadamente 300 nm. Dichas moléculas se ensamblan por
medio de una escalonamiento paralelo en fibrillas de 50-500 nm de
diametro. Las fibrillas se agrupan en fasciculos que, a su vez, se

agrupan para formar las fibras de tendones.

amino acids
~1 nm

- ¢ .-HYP-PRO-,
e

tropocollagen

~ - i -
G A S R

~300 nm
= — ;- ————} " o
e fibrils
~1 um
@ fibers
~10 ym

(a) @

(b)
Figura 2.3. (a) Vista esquemadtica de algunas de las

caracteristicas jerarquicas de colageno, que van
desde el aminodcido, el nivel de polipéptido hasta la
escala de las fibras de colageno. (b) El colageno
estructura helicoidal triple, incrustado en una piel
de moléculas de agua. Tomado de Buehler (2006).

14
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Figura 2.4. Esquema de la estructura jerarquica del tendéon. Tomado de Fratz
(2008).

La estructura jerarquica de los tejidos formados a partir de
colageno tiene una influencia en las propiedades mecanicas de
dichos tejidos. En la Figura 2.5 se muestra las curvas tipicas de
tensién-deformacion de un tendoén de cola de ratén (Misof et al.,
1997) y de un hueso de fémur bovino (Gupta et al., 2006)
sometidos a traccion en direccion de las fibras de colageno. La
diferencia en el comportamiento mecanico entre el tendén y el
hueso mostrado en la Figura 2.5 ha sido atribuida al hecho de que
el hueso estd mineralizado. La inclusiéon de pequefias particulas
minerales de fosfato de calcio modifica considerablemente la
rigidez del tejido. El médulo elastico del tendon de la Figura 2.5 es
de alrededor de 1GPa mientras que el médulo elastico del hueso es

de alrededor de 20GPa.

15
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Figura 2.5. Curva tipica de tensién-deformacion de tendén de
hueso. Tomado de Fratzl (2008).

En el caso de los huesos, el colageno por si solo no es suficiente
para proporcionar la rigidez necesaria para soportar cargas de
compresion. La rigidez adecuada es proporcionada por la inclusion
de nanoparticulas minerales. ITa fase mineral ocupa
aproximadamente la mitad del volumen en el hueso cortical (hueso
compacto y no poroso). En la Figura 2.6 se muestra un ejemplo de
hueso cortical de un fémur humano. El bloque de construccion
primario es la fibrilla de colageno mineralizado con una estructura
muy similar a la encontrada en el tendén de la Figura 2.4 pero

conteniendo nanoparticulas de hidroxiapatita aplanadas de 2-4 nm.

16
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Estas fibrillas son luego ensambladas en una forma similar al
contrachapado (Weiner & Wagner, 1998). Las propiedades
mecanicas del hueso y dentina dependeran a gran medida en el

grado de mineralizacion y en la arquitectura de la fibra.

a. Femur
b. Cortical bone

c. Osteon with lamellar
bone

d. Mineralized collagen
fibrils

e. Fibril with collagen
molecules and mineral
nano-particles

Figura 2.6. Estructuras jerarquicas del hueso cortical. Las longitudes de las
barras son de 20 mm, 200 um, 20 um, 2 um y 100 nm, (a)-(e)
respectivamente. Tomado de Fratzl (2008).

Otros tejidos organicos ricos en colageno tienen que cumplir
funciones diferentes. En el caso de la cérnea, por ejemplo, el tejido
no solo confiere estabilidad mecanica para el bulbo del ojo, sino

que también debe ser transparente, lo que impone ciertos limites

17
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estructurales en el tejido. La piel y las paredes de las arterias deben
ser flexibles pero ademas las arterias deben resistir la presion
sanguinea. Esto implica un arreglo diferente de las fibrillas de
coligeno que en este caso se combinan con moléculas

elastoméricas, como la elastina.

2. El biso de mejillon

Los mejillones (Figura 2.7) son animales invertebrados acuaticos
que viven en agua dulce o salada. Su anatomia se caracteriza por
tener dos conchas que estan unidas por un ligamento y se cierran
con fuertes musculos internos. Internamente, los mejillones tienen
un o6rgano de gran tamano llamado “pie” que se utiliza para la
locomocién del mejillon. Las fibras de biso son secretadas por este
“pie” y son responsables de la inmovilizacion del mejilléon a la

superficie de un sustrato adecuado como una roca.

18
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Figura 2.7. Mejillén de la especie Aulacomya
Ater usado en este estudio.

En el pie del mejillén se encuentran tres glandulas principales: la
glandula formadora del tallo, la glandula formadora del biso y la
glandula formadora de la placa adhesiva. La primera glandula
forma el tallo, un tejido organico que soporta todos los bisos
sirviendo como una conexion entre el pie y las fibras de biso.

Los bisos son fibras usadas por los mejillones para fijarse a rocas y
otros sustratos. La Figura 2.8 muestra un esquema general donde
se puede apreciar las disposiciéon de los bisos y cémo salen del
mejillon para adherirse a sustratos como rocas, piedras y otros
mejillones. Se aprecia también que la placa adhesiva de los bisos

esta situada en el extremo distal de dichas fibras. La Figura 2.9

19
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muestra un grupo de bisos adheridos a rocas. Se puede ver que
todos los bisos salen del tallo. El nimero total de fibras a lo largo
del tallo varia de mejillon a mejillén, y aumenta con la turbulencia
del agua (Moeser & Carrington, 2006). Un gran nimero de bisos

permiten al mejillon unirse a varias superficies.

Placa adhesiva

Sustrato (roca)

Figura 2.8. Esquema de sujecidn del mejillén a un
sustrato. La posicion del mejillon se mantiene fija
gracias a que los bisos terminan en una placa
adhesiva que se sujeta a rocas u otros sustratos
cercanos.

Son dos las caracteristicas que han llamado la atencién de los
investigadores con respecto a los bisos de mejillones. En primer
lugar, las propiedades mecanicas de los bisos y, en segundo lugar,

las proteinas adhesivas que utilizan para fijarse a las rocas.

20
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La resistencia y extensibilidad de dichas fibras permiten a los
mejillones soportar las fuerzas producidas por el golpe de las olas a
velocidades mayores a 10 m/s y aceleraciones de
aproximadamente 400 m/s”. Su tenacidad es seis veces mayor que
la del tendén humano y es comparable con la tenacidad del
Kevlar® vy las fibras de carbono. Con olas suaves, las fibras de biso
proporcionan una respuesta elastica, que permite a los mejillones
se muevan libremente con las olas. Con olas violentas, bisos son
capaces de disipar la energfa y aumentar la fuerza de fijacion
(Carrington & Gosline, 2004). Sin estas propiedades, los mejillones

se estrellarfan contra las rocas.

Figura 2.9. Detalle de un grupo de bisos adheridos a

rocas. Se puede apreciar que los bisos salen del tallo del
mejillon.
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Las propiedades adhesivas de fibras de biso permiten que los
mejillones se unan a sustratos duros y blandos en ambientes
acuaticos utilizando las proteinas adhesivas situadas en unas placas
que se encuentran en el extremo final (distal) de los bisos. Estas
placas contienen al menos seis tipos diferentes de proteinas
adhesivas que han generado un gran interés por sus aplicaciones
potenciales.

Se han estudiado los bisos diferentes especies de mejillon
incluyendo  Modiolus ~ modiolus, Genkensia  demissa, Bathymodiolus
thermophilus, Dreissena polymorpha, Aulacomya ater y Perna canaliculus
(Brazee & Carrington, 2006; Aldred et al, 2006; Pearce &
LaBarbera, 2009; Troncoso et al., 2008). Los bisos de mejillones
del género Mytilus como Mytilus edulis, M. californianus, M.
galloprovinicialis, M. coruscus y M. trossulus también han recibido una
atencion considerable (Brazee & Carrington, 2006; Allen et al.,
1976; Smeathers & Vincent, 1979; Martinez-Lage et al., 1995; Sun
et al., 2002; Gosling, 1992; Bell & Gosnline, 1996). Los resultados
muestran que las fibras de biso de estos géneros tienen
composicion y estructura similares.

Sin embargo, los bisos producidos por diferentes especies de
mejillones no son exactamente iguales (Brazee & Carrington,
2000). Las diferencias encontradas en las propiedades mecanicas
del biso de mejillon de diferentes especies estan probablemente
relacionadas con las adaptaciones que ayudan a los mejillones
sobrevivir en diferentes ambientes (Harrington & Waite, 2007). El

flujo, la salinidad y la temperatura estain entre los factores
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ambientales estudiados por su influencia en las propiedades
mecanicas del biso de mejillon (Lee et al., 1990; Seed & Suchanek,
1992; Dolmer & Svane, 1994). Por ejemplo, las fibras de biso de
M. californianus tienen una resistencia a la traccién mayor que la de
los bisos de M. edulis (Harger, 1970; Witman & Suchanek, 1984).
La unién adhesiva de M. galloprovincialis es mas fuerte que la de M.
edulis (Gardner & Skibinski, 1991; Wills & Skibinski, 1992). Incluso
la temporada y la exposicioén al oleaje, son factores que afectan la
fuerza de unién dentro de las especies especificas (Witman &

Suchanek, 1984; Price, 1980; Price, 1982).

Los bisos estan formados principalmente por proteinas y agua. En
el caso de M. edulis, se ha reportado que los bisos de dicha especie
contienen alrededor de 70% de agua, en peso. Del peso seco, la
proteina es de aproximadamente el 96% (Waite, 2002). Ademas, se
han encontrado pequefias cantidades de residuos inorganicos tales
como cenizas, pesados y metales de transicion (Coombs & Keller,
1981).

El colageno es la principal proteina que se encuentra en el biso de
mejillén y componen la mayor parte del nucleo de dichas fibras
(Waite, 2002, Qin et al., 1997; Qin & Waite, 1998; Coyne et al.,
1997). Son tres los tipos de colageno presentes: Col-D, Col-P y
Col-NG. El Col-D es un homotrimero con peso molecular de 60
kDa, mientras que el Col-P tiene peso molecular de 55 kDa (Qin &
Waite, 1998). Extractos del pie de mejillon han sido utilizados para

identificar precursores de Col-P y Col-D. Los precursores se
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denominan PreCol-P, PreCol-D y PreCol-NG. Estos precursores
tienen tres grandes dominios: un dominio de colageno central,
flanqueado a ambos lados por los dominios estructurales. Estos
dominios estructurales asemejan a la elastina en el PreCol-P, a la
espidroina de la seda de arafna en el PreCol-D, y las proteinas de la
pared celular ricas en glicina en el PreCol-NG (Qin & Waite,
1998).

Los bisos tienen un nuicleo fibroso cubierto por una cuticula

protectora delgada. El espesor de esta cuticula oscila entre 2 y 4

um (Holten-Anderson et al,, 2007). Las proteinas cuticulares
muestran secuencias altamente repetitivas, dominadas por prolina
/ hidroxiprolina, lisina y 3,4-dihidroxifenil-L-alanina (DOPA) (Sun
& Waite, 2005; Zhao & Waite, 2005). La funcién de la cuticula es
proteger a las fibras de colageno subyacentes de la abrasion y el
ataque microbiano (Holten-Anderson et al., 2007).

Se ha demostrado que existen secuencias ricas en histidina en las
regiones terminales de los preCol en el biso de mejillon. Se piensa
que las histidinas forman enlaces reversibles con iones de metales
de transicion tales como zinc (II) y cobre (II). Tales enlaces son
reversibles pero poseen sélo la mitad de la fuerza de un enlace
covalente (Lee et al., 2006). Ademas, se piensa que las histidinas
juegan un papel integral como enlaces de sacrificio en el
rendimiento y auto sanaciéon en la region distal del biso (Waite et
al., 2004).

La placa adhesiva situada en el extremo de la fibra estd formada

por al menos seis tipos diferentes de proteinas conocidas como
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"proteinas de pies" (FP por sus siglas en inglés). Estas proteinas
toman los nombres de las especies de mejillones donde se han
encontrado. Por ejemplo, se han aislado cinco tipos diferentes de
proteinas de la placa adhesiva del mejillon de la especie M. edulis
nombradas como MEFP-1, MEFP-2, MEFP-3, MEFP-4 y MEPF-
5 (Inoue et al.,, 1995; Papov et al, 1995; Rzepecki et al., 1992;
Waite, 1983).

En el biso de la mayoria de especies de mejillones se pueden
diferenciar dos regiones: una region proximal y otra distal. La
regiéon proximal tiene una superficie corrugada, es flexible y
representa aproximadamente un tercio de la longitud total del biso,
mientras que la region distal es mas lisa, mas estrecha, rigida y tiene
aproximadamente el doble de la longitud de la regién proximal.
Estas dos regiones se han identificado en bisos de M. califonianus,
M. edulis, M. trossulus y M. galloprovincialis (Carrington & Gosline,
2004) (Tabla 2.2). Algunas especies de mejillones no muestran
diferencias entre los extremos proximal y distal. A modo de
ejemplo, los bisos de mejillones sudamericanos Awulacomya ater no
muestran diferencias morfolégicas a lo largo de toda la fibra.
Ademas, se han reportado problemas cuando se trata de
caracterizar estas dos regiones del biso de Bathymodiolus thermophilus,
Genkensia demissa y Dreissena polymorpha (Carrington & Gosline,
2004).
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Tabla 2.2. Longitud de la regién distal de biso de diferentes especies de
mejillones. Tomado de Bell & Gosline (1996)

Especie Longitud del biso | Longitud de |Ia
(cm) region distal (% de

la longitud total)

M. californianus 3.1 78.8
M. trossulus 1.6 73.6
M. galloprovincialis 2.5 65.2
M. edulis 3.1 56

En los bisos en los que se puede distinguir la existencia de estas
dos regiones, la parte distal es aproximadamente 10 veces mas
rigida que la parte proximal (Bell, 1996) y esta formado por 2
colagenos conocidos como COL-D y COL-NG. En cambio, la
parte proximal estd formada por colageno COL-P y COL-NG
(Zhao & Waite, 20006).

La Figura 2.10 muestra curvas representativas de esfuerzo-
deformacion de las regiones distal y proximal de biso. Se observa
que el moédulo de elasticidad de la region distal es mayor que el
modulo de la region proximal. Ademas, el esfuerzo maximo de
rotura de la region distal es mayor que el esfuerzo ultimo de la
region proximal. En cambio, la deformacién en el punto de rotura
de la region distal es menor que la deformaciéon maxima de la

region proximal.
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Tabla 2.3. Mddulo eldstico, esfuerzo mdaximo y deformacién mdaxima de
bisos de M. californianus, M. trossulus, M. galloprovincialis y M. edulis.

Especie Mddulo Esfuerzo Deformacion
eldstico maximo maxima
(MPa) (MPa)

Region distal

M. californianus 868.6 73.3 1.09
M. trossulus 109.3 56.2 0.79
M. 300.4 - -
galloprovincialis

M. edulis <0.005 0.15 <0.001

Region proximal

M. californianus 15.6 34.6 1.97
M. trossulus 20.6 20.3 1.65
M. 26.4 17.1 1.64
galloprovincialis

M. edulis - 33 -

Los resultados de las pruebas de tracciéon de bisos de varias
especies de mejillones estan listados en la Tabla 2.3. Para todas las
especias, las regiones distales tienen un moédulo elastico mucho
mayor (100-900 MPa) que el de las regiones proximales (15-30
MPa). Los resultados muestran que los moédulos distales son
alrededor de dos veces mayores que los médulos proximales. En
cambio, la deformacién maxima de las regiones proximales es el

doble de la deformaciéon maxima de las regiones distales.
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Figura 2.10. Curvas de esfuerzo-deformacion de la region distal y la
region proximal de bisos de mejillones de la especie Mytilus
californianus. Tomado de Bell & Gosline (1996).

Los valores del médulo elastico varian segun la especie de mejillon.
El moédulo elastico de la region distal del biso del mejillon M.
californianus es de 3 a 8 veces mayor al de las otras especies

analizadas en la Tabla 2.3.
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Figura 2.11. Curva representativa de esfuerzo-longitud para un biso entero
de M. californianus. Tomado de Bell & Gosline (1996).

El comportamiento mecanico de un biso entero del mejilléon de la
especie M. californianus (sin separar las regiones distal y proximal) se
puede apreciar en la Figura 2.11. En este caso, la curva de fuerza-
longitud tiene una region rigida inicial, seguida por una regién que
muestra una menor rigidez. Al comparar la grafica de la Figura
2.11 del biso entero con las graficas de la region distal y proximal
puede intuirse que el comportamiento del biso entero es dominado
en un inicio por el comportamiento de la regién distal y, en
seguida, por el comportamiento de la regiéon proximal. En el caso
de los bisos en los que no se encuentra dos regiones definidas

(distal y proximal), la curva de fuerza-longitud de todo el biso es
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diferente a la curva mostrada para el caso del biso de M.

caltfornianus.

3. Redes de fibras en 2D: la membrana de huevo

LLa membrana de huevo (ESM, por sus siglas en inglés) es un tejido
que se encuentra entre el cascarén y la clara de los huevos (Figura
2.12). Esta constituida por una red bidimensional de fibras que
forman una estructura porosa interconectada (Figura 2.13). Se ha
reportado que dicha membrana estd compuesta principalmente por
colageno tipo I, V y X. Ademas, se encuentran presentes proteinas
como osteopontina, sialoproteina y queratina (Leach, 1982;
Nakano et al., 2003).

La membrana del huevo estd compuesta a su vez por dos
membranas, una interna (en contacto con la clara) y otra externa
(en contacto con el cascaréon). La Tabla 3 lista los aminoacidos
encontrados en las membranas interna y externa de la ESM, junto
con los presentes en la cascara de huevo. Nakano y colaboradores
(Nakano et al., 2003) han encontrado que los contenidos de todos
los aminoacidos (excepto la glicina, alanina, leucina, prolina,
hidroxiprolina) son similares entre las membranas de la cascara de

huevo y cascara descalcificada.
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Figura 2.12. Imagen que muestra la membrana de huevo.
La membrana se sitla entre el cascarén y la clara
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Tabla 2.3. Aminoacidos presentes en el cascarén descalcificado de

huevo, membrana externa e interna de huevo. Adaptada de Nakano et

al. (2003).
Cascaron de
. Membrana Membrana
Aminoacido | huevo .
o interna externa

descalcificado

Mol %
Asx 8.1+0.1 8.4+04 8.8%+0.1
Thr 6.2+0.1 6.9+0.0 6.9+0.2
Ser 9.7+0.1 9.2+0.2 9.2+0.0
Glx 11.8+0.2 11.1+0.4 11.9+0.3
Gly 13.0+0.3 11.1+0.2 10.6 £ 0.2
Ala 6.9+0.4 46+0.2 41+0.2
Val 7.3+0.1 7.2+0.2 7.9+0.1
Met 2.0+£0.2 23+1.0 23+1.0
lle 2.6+0.1 33+04 34+01
Leu 6.1+0.2 56+0.5 4.8+0.2
Tyr 1.8+0.1 2.2+01 1.7+0.3
Phe 2.1+01 1.6+0.1 1.5+0.1
His 4.2+0.1 41+0.4 43+0.4
Lys 3.6%0.1 3.6%0.2 3.4+0.2
Arg 59+0.1 5.7+0.3 5.8+0.2
Pro 8.3+05 11.6+0.7 12.0+0.9
Hyp 0.3+0.1 1.5+0.3 1.4+0.4
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No se dispone de estudios previos que hayan caracterizado las
membranas de huevo desde el punto de vista de la ciencia de
materiales. Pese a ello, se dispone de informacién relativa a las
aplicaciones potenciales de dicha membrana debido a que se puede
obtener facilmente como un sub-producto de la industria

alimentaria.

Figura 2.13. Imagen obtenida por microscopia de barrido

electrénico de una membrana de huevo. Se puede apreciar que la
membrana estd formada por una red bidimensional de fibras.
Tomado de Yi et al. (2004).
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Se ha sugerido que algunas caracteristicas de la membrana de
huevo, como la estructura porosa interconectada y la capacidad
para el transporte de nutrientes al embrién en desarrollo, podrian
ser aprovechadas para diversas aplicaciones biomédicas. Se ha
reportado su uso como membrana para la regeneraciéon de huesos
y como parche para el tratamiento de heridas (Durmus et al., 2003;
Yang et al., 2003a; Maeda & Sasaki, 1982). Ademas, Tavassoli
(Tavassoli, 1983) ha utilizado la membrana de huevo como un
sustrato para el crecimiento celular debido a que su red
bidimiensional favoreceria la adherencia de las células.

Otras aplicaciones reportadas incluyen el uso de la membrana de
huevo como material para la inmovilizacién de enzimas en
biosensores de glucosa (Choi et al., 2001), como una plantilla para
la fabricaciéon de redes de tubos de ZrO, (Yang et al., 2003b),
como materia prima para la preparacion de peliculas bioactivas, y

para la adsorcion de iones metalicos (Ishisawa et al., 2002).
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4. Redes de fibras en 3D: el musculo del manto del calamar

gigante

Para el presente trabajo se us6 el musculo del manto del calamar
gigante como un material modelo de una red tridimensional. Para
ello, se usé la especie Dosidicus gigas (Figura 2.14). Dicha especie es
una de las mas grandes y abundantes de calamar gigante. Su habitat
se extiende desde California hasta el sur de Chile (Figura 11)
(Nigmatullin et al., 2001; Nesis & Levitov, 1987; Taipe et al., 2001;
Argtelles et al, 2008; Anderson & Rodhouse, 2001). Las
agrupaciones mas altas se producen en la costa peruana en el
hemisferio sur y en el Golfo de California en el hemisferio norte
(Taipe et al, 2001). El D. gigas pertenece a la subfamilia
Ommastrephinae. 1a longitud del manto dorsal es de 1000-1200 mm
y pesa de 30-50 kg.

Figura 2.14. Esquema que muestra una vision general del calamar gigante.
La morfologia es similar a la del calamar comdn. Se puede apreciar el
manto que es la parte de la cual se extrajeron las muestras para este
estudio.
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La mayoria de los estudios publicados sobre calamares gigantes
reportan la caracterizacion bioldgica, la estacionalidad de la
reproduccion y distribucion de las distintas especies (Nigmatullin
et al., 2001; Zeidberg & Robinson, 2007; Markaida & Nishizaki,
2003; Gilly et al., 2006). Sélo unos pocos estudios han informado
de las propiedades mecanicas del musculo del D. gigas. Esos
estudios se han centrado en el uso de este calamar gigante como
un recurso para la industria alimentaria (Campo-Deafio et al., 2009;
Goémez-Guillen et al., 1996; Gomez-Guillen et al., 1997; Gémez-
Guillen et al., 1998; Gémez-Guillen et al., 2002).
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Figura 2.15. Mapa donde se muestra (sombreado con lineas) la zona
donde abundan los D. gigas. Tomado de Nigmatullin et al. (2001)
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CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL

1. Materiales

1.1. Biso de mejillones

Los bisos son fibras usadas por los mejillones para fijarse a rocas y
otros sustratos. La Figura 3.1 muestra un esquema general donde
se puede apreciar la fibra (biso) que al final tiene una placa
adhesiva. Como se observa en la Figura 9, las fibras salen de un

tallo comun que esta unido a un musculo dentro del mejillon.

Figura 3.1. Detalle de los bisos de mejillones. Se puede apreciar cdmo es que

los bisos salen de un tallo comin y cémo se adhieren a las rocas. En el
presente estudio se utilizaron fibras individuales, seccionadas desde el tallo
hasta la placa adhesiva.
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Se utilizaron mejillones de la especie Aulacomya ater de longitudes
entre 5 y 7 cm, los cuales fueron extraidos de una playa Lima
(12°09°S; 77°01°W). Los bisos se extrajeron cuidadosamente con
pinzas. Luego se limpiaron con agua destilada y fueron
almacenados a 20 °C en agua destilada para su posterior uso. En

promedio el didmetro de los bisos fue de 184 £ 26.2 pm.

1.2. Membrana de huevo

Llamaremos membrana de huevo a la membrana que recubre la
parte interior del cascar6on de los huevos. Esta membrana se
encuentra entre la clara y la parte interior de dicho cascarén. En la

Figura 3.2 se puede apreciar la posicion de dicha membrana.
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Figura 3.2. Detalle de extraccién de la membrana de huevo. Se puede

observar que dicha membrana se encuentra al interior del huevo, ente la
clara y la parte interior del cascarén. Dicha membrana es una lamina
delgada formada por fibras de colageno.

La membrana de huevo fue obtenida de huevos de Gallus gallus de
una linea de gallinas comerciales. Las membranas fueron
cuidadosamente removidas usando pinzas, lavadas con agua
destilada y posteriormente almacenadas en agua destilada o
albumen (clara) de los mismos huevos utilizados para obtener la
membrana. Las muestras fueron almacenadas a 10 °C para su

posterior uso.
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1.3. Manto de calamar gigante

El musculo del manto del calamar gigante de la especie Dosicus
Gigas fue usado en este estudio. Un espécimen del calamar fue
conseguido y llevado al laboratorio donde se extrajeron las
muestras, se limpiaron y se conservaron refrigeradas a una
temperatura de 10 °C. En la Figura 3.3 se observa el detalle de la

zona de extraccion de la muestra.

= Cabeza
Tentaculos ———_~

e &)/

Figura 3.3. Esquema de calamar gigante. Las muestras fueron extraidas del
manto que es la parte mas grande del animal. Se usaron muestras del centro
del manto, alejadas de la cabeza y las aletas.
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2. Técnicas de caracterizacion

2.1. Morfologia

Los estudios incluyeron el uso de microscopia 6ptica (LOM),
microscopia estereoscopica, microscopia de barrido electrénico

(SEM) y microscopia de fuerza atémica (AFM).

Se utiliz6 un estereoscopio trinocular BRUNEL BMZ y un
microscopio invertido BRUNEL. El microscopio electréonico de
barrido (SEM) usado fue un Quante FEI, con voltajes en el rango
de 10-20 kV. Se utiliz6 en el modo de bajo vacio. Las muestras no

fueron metalizadas.

Se usé un microscopio de fuerza atémica (AFM) NANOSURF
EASYSCAN 2 en modo dindmico. Se usé un cantiléver con una
constante de 42 Nm™, una frecuencia de resonancia de 179 kHz y

un radio de la punta menor de 10 nm.

Las propiedades geométricas de las muestras (diametro de fibras y
tamafo de poros) fueron evaluadas utilizando las imagenes de
SEM y LOM junto con el programa de analisis de imagenes
Image] (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, USA).
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2.2. Espectroscopia infrarroja con transformada de

Fourier

Las muestras almacenadas se trituraron en un mortero para luego
ser secados en un desecador por toda la noche. Luego se prensa

una pastilla de KBr. Se utilizé un equipo LAMBDA SCIENTIFIC.

2.3. Ensayos de analisis térmico

Se utilizé un calotimetro de barrido diferencial PERKIN ELMER
DSC 4000. Las muestras fueron primero liofilizadas para poder
evaluar la influencia del contenido de agua en el comportamiento
de los materiales a analizar. Las muestras liofilizadas fueron
pulverizadas y se les afladié agua destilada para obtener muestras

diferentes porcentajes de contenido de agua en peso (ver tabla 1).

Tabla 3.1. Condiciones experimentales usadas en las pruebas de
calorimetria diferencial de barrido.

Muestra Contenido de agua (% en peso)
Biso 0%, 20%, 50% y 80%
Membrana de huevo 0%, 20%, 40% y 60%

Manto de calamar gigante 0%
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Luego, las muestras fueron colocadas en crisoles de aluminio y
selladas. Se hicieron pruebas con muestras secas para comparacion.
Las pruebas se hicieron desde 20 °C hasta 450 °C, a una velocidad
de 5 °C/min en una atmésfera de nitrégeno. Se realizaron también
pruebas en el analizador termogravimétrico (TGA) PERKIN
ELMER TGA 400, bajo una atmésfera de nitrégeno desde 20 °C
hasta 800 °C a una velocidad de 10°C/min.

2.4. Ensayos de tensién cuasi-estatica

Tanto los bisos como las muestras de membrana de huevo fueron
sometidos a ensayos de traccion cuasi estaticos. En ellos se fijan las
muestras a unas mordazas que se desplazan a una velocidad
constante, obteniendo una variaciéon en la longitud (I(t)) y un
esfuerzo de tracciéon (o(t)) en las muestras. Con ello se calcula la
deformacién (8 = (I,-1(t)/1) y el médulo elistico en traccion,

conocido como moédulo de Young (E).

Se utilizé6 una maquina de traccion MARK-10 equipada con una
celda de carga de 10 N £ 0.5%. Se asumi6 que la deformacién de
las muestras era igual a la separaciéon entre las mordazas. Esto es
razonable al considerar que la compliancia de la maquina es
despreciable comparada con la de las muestras (Pérez-Rigueiro et
al., 1998). Las dimensiones las muestras (ancho y espesor) fueron

medidos con un estereoscopio trinocular BRUNEL BMZ. Se
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asumi6 que la longitud de las muestras era igual a la separacion de

las mordazas.

Los bisos no pudieron ser montados directamente en las mordazas
del equipo de tracciéon debido al diametro pequefio de los bisos.
Luego, los extremos de las fibras se pegaron a marcos soporte, los
cuales fueron sujetados a las mordazas de la maquina de traccion
(Figura 3.4), tal como esta reportado para el ensayo de traccion de
otras fibras (Pérez-Rigueiro et al., 1998). Una vez montadas y
alineadas las muestras en la maquina, se cortaron los marcos para

iniciar el ensayo.

Marco
soporte

Mordazas

\\ :
\F}bra de
biso

(muestra)

Figura 3.4. Esquema de montaje de las muestras de biso. Las fibras
fueron primero pegadas a marcos soporte de cartdn, los cuales fueron
alineados y montados en las mordazas de la maquina de tensidn. Antes
de iniciar el experimento, dichos marcos fueron cortados para asi medir
la respuesta del biso.
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Para poder hacer ensayos de tensioén cuasi-estatica con las muestras
sumergidas en diferentes medios (agua destilada, agua de mar,
albumen, etc.) se adapté un contenedor de fluidos tal como se
muestra en la figura 5.

LLas muestras de biso ensayadas tuvieron un diametro promedio de
184 um y una longitud de alrededor de 5 cm. Para calcular los
valores de esfuerzo los diametros de cada fibra de biso fueron
medidos con la ayuda de un microscopio estereoscopico. Las
muestras de membrana de huevo fueron cortadas hasta alcanzar

una forma rectangular (15 mm x 3.5 mm).

Tabla 3.2. Condiciones experimentales de ensayos de traccidn cuasi-estatica
para muestras de biso y de membrana de huevo

Medios Temperaturas de
Direccion
usados ensayo (°C)
Aire 25
Agua
10, 25, 40, 55, 70
Biso Longitudinal | destilada
Agua de
25
mar
Aire 25
Membrana de Agua
Longitudinal 10,30, 50, 70
huevo destilada
Albumina 25
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Los ensayos se hicieron en distintas condiciones. L.a Tabla 3.2
describe las condiciones usadas para cada muestra. Se hicieron al
menos cinco repeticiones por cada ensayo con una velocidad de

deformacién de 10 mm/min.

Nivel
de fluido

Fluido

Contenedor
T~

Mordazas

tMuestra

Figura 3.5. Esquema del montaje utilizado para realizar de los ensayos de
tension cuasi-estatica con muestras sumergidas en diferentes fluidos.
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2.5. Ensayos de nanoindentacién

En este estudio se realizaron pruebas de nanoindentacion
utilizando un AFM NANOSURF EASY SCAN 2. El
procedimiento seguido se representa en la figura 3.6a. En un
primer momento (1) el cantiléver del AFM se aproxima a la
muestra. Luego, la punta del AFM hace contacto con la muestra
(2) y a continuacién penetra el material (3). Finalmente, el
cantiléver es retirado de la muestra. La informacién que se recoge
esta graficada en la curva de la figura 3.6b. El eje horizontal
corresponde posiciéon vertical (Z) de la punta del cantiléver
mientras que el eje vertical corresponde a la deflexiéon del
cantiléver provocada por las fuerzas de interaccion entre la punta
del cantiléver y la superficie de la muestra. Se ha graficado una

curva negra (de 1 a 3) y una curva gris (4).

Las pruebas de nanoindentacion se utilizaron para estudiar las
propiedades localizadas de las fibras individuales, evitando hacer
que el cantiléver se aproxime en los espacios vacios. Si se considera
que la punta de la viga es un material infinitamente rigido sobre
una muestra plana blanda, se puede usar el modelo Hertziano para
predecir la relacion entre la profundidad de indentacion y la fuerza
de carga (Weisenhorn et al., 1993; Rotsch et al., 1997; Radmacher,
1999; Johnson, 1994).
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Punto de
contacto

T

Z

Figura 3.6. Esquema del procedimiento de wun ensayo de

nanoindentacién en un microscopio de fuerza atémica (AFM). La parte
(a) indica graficamente la posicidn del cantiléver: En (1) se indica el inicio
del acercamiento, en (2) se indica el punto exacto en el que la punta del
cantiléver penetra la muestra, en (3) ocurre la penetracién, mientras que
en (4) representa el momento en el que el cantiléver es retirado de la
muestra. La parte (b) de la figura presenta las curvas de deflexién “d” del
cantiléver con respecto de la altura “z”. Se utilizan los mismos numeros
gue en la parte (a) para representar los diferentes momentos del ensayo
de nanoindentacidn. La curva negra indica la penetracion y la gris indica
la salida del cantiléver. A partir de los datos de los ejes ‘d’ y ‘Z’ se puede
estimar el médulo de Young de la muestra.

El modulo de Young fue estimado mediante la siguiente expresion:

K Jd—d,
E
\ (%)[/(1‘”2)} e .. (Bc. 3.1)
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Donde E es el médulo de Young, v es el médulo de Poisson
(usaremos 0.5 como para un material incompresible), k es la
constante de resorte del cantiléver (0.28 N/m), « es el angulo de la
punta del cantiléver (50°), z es la altura en la aproximaciéon y d es la
deflexion del cantiléver. El subindice 0 representa los valores base

del AFM.

2.6. Ensayos reologicos

En la reologia oscilatoria se aplican pequefias deformaciones
oscilatorias (e(t)) de periodo w y se mide el esfuerzo resultante
(o(t)) cuya respuesta tendra un desfase (8). Con ello calculan el
modulo cortante de almacenamiento (G’ = o, cos(8) /e, y el

modulo de pérdidas (G”= o, sen(d) /g).

Para este estudio se us6 un reémetro TA INSTRUMENTS
AR1000 con un plato de 20mm para medir la variacién de los
moédulos G’ y G” en barridos de frecuencia (0.01 — 100 Hz) y de
esfuerzo (0.05— 1000 Paa 1 Hz).
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y
DISCUSION

1. Una fibra de biopolimeros: El biso de mejillon

1.1. Caracterizaciéon morfologica

Para el estudio de las redes de biopolimeros se debe conocer las
propiedades de las fibras individuales que forman dichas redes. El
colageno es un biopolimero que esta presente en muchas de las
redes que se encuentran en los sistemas biol6gicos como los vasos
sanguineos, piel, tendones, cérnea, etc. Debido a ello, se ha tomado
el caso de una estructura formada por colageno (biso de mejillon)

para caracterizar su comportamiento mecanico.

Los bisos son fibras producidas por los mejillones usadas por éstos
para sujetarse a las rocas. Tal como se mencioné en el capitulo 2 de
este trabajo, deben cumplir con ciertas solicitaciones de rigidez,
resistencia, tenacidad y extensibilidad para poder sujetar los
mejillones a las rocas aun cuando el agua alcanza velocidades de 10

m/s y aceleraciones de alrededor de 400 m/s” (Waite, 1992; Denny,
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1985). Se sabe que su alta resistencia y extensibilidad alcanzan

valores seis veces mayores a los valores alcanzados por tendones

humanos (Gosline et al., 2002).

Las caracteristicas morfologicas de los bisos han sido reportadas en
diferentes estudios (Gosline et al., 2002; Carrington & Gosline,
2004). La Figura 4.1 muestra una imagen de microscopia de un
grupo de bisos de la especie 4. afer que se usé en este trabajo. Se
verifica la presencia de las tres partes que forman el sistema de
sujecion del mejillon: el tallo, la fibra (biso) y la placa adhesiva
(Bairati, 1991). El tallo es la estructura que soporta cada fibra y la
placa es la superficie que se forma al final de la fibra y que contiene
proteinas adhesivas gracias a las cuales los mejillones se pueden

sujetar a las rocas.

La morfologia de los bisos varfa de una especie a otra (Brazee &
Carrington, 2006. Eckroat & Steele, 1993). Un primer parametro a
controlar es el diametro de los bisos. Para los bisos usados en este
estudio, el diametro varfa entre 135 um y 235 pm. El promedio
encontrado fue de 181 £ 28.1 um. Estos resultados concuerdan con
los publicados por Bell y Gosline (Bell & Gosline, 1996) en los que
se reportan las caracteristicas de los bisos de diferentes especies de
mejillones. Segun los resultados publicados por Bell y Gosline

(19906), los diametros entre las especies varfan entre 100-275 pm.
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Figura 4.1. Imagen de microscopia éptica de un grupo de bisos de mejillén
de A. ater adheridos a una roca. Todos los bisos terminan en una placa
adhesiva que parece tener una forma eliptica.

La Figura 4.2 muestra la vista detallada del tallo y los bisos. Los hilos
surgen a partir de dos lados opuestas del tallo, tal como ha sido
reportado en otros estudios para bisos de mejillones de My#ilus edulis
(Eckroat & Steele, 1993). A diferencia de la Figura 4.1, en la Figura
4.2 los bisos parecen tener una forma de cinta con una seccion
transversal no circular. Esto se debe a que las muestras observadas
en microscopia 6ptica estaban almacenadas en agua para evitar que

se sequen. Cuando los bisos se secan su forma cambia de hilos (con
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seccion transversal circular) a cintas. Debido a esto, se control6 el
almacenamiento y el ambiente en los ensayos mecanicos de los
bisos. Se llevaron a cabo ensayos con los bisos sumergidos en agua y

agua de mar. Ademis, se llevaron a cabo ensayos de los bisos secos.

Figura 4.2. Imagen de microscopia de barrido de un grupo de bisos
de la especie A. Ater. Se puede notar como todos los bisos salen de
un tallo comun.
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La morfologia de la superficie de los hilos del biso se observa en las
Figuras 4.3 y 4.4. Se puede notar que en la superficie de los bisos
hay “surcos” o ranuras longitudinales a lo largo de toda la superficie
externa. Se piensa que estos surcos son consecuencia del proceso
mediante el cual los mejillones producen los bisos. De hecho, se ha
reportado que los bisos son secretados en estado liquido y atraviesan
las paredes de los 6rganos ventrales del mejillon en un proceso que
recuerda el moldeo por extrusiéon. Los surcos longitudinales se
originarfan por el paso por las paredes de los 6rganos ventrales
(Eckroat & Steele, 1993). Una vista mas cercana (Figura 4.4) muestra

una morfologia ondulada en la superficie de los bisos.

Figura 4.3. Imagen de microscopia de barrido de los

bisos de la especia A. ater. Se puede notar la
presencia de surcos longitudinales a lo largo de toda
la superficie de los bisos.
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5 um

Figura 4.4. Detalle de la morfologia de las superficies de los
bisos.

En las imagenes analizadas no hay diferencias morfolégicas entre las
regiones proximales y distales del biso. LLos estudios sobre bisos de
distintas especies de mejillones han informado la identificacion de
dos regiones diferentes a lo largo del biso, la parte distal (mas alejada
del tallo) rigida, y la parte proximal flexible (Holten-Andersen et al.,
2009). Cada parte esta formada por determinados tipos de proteinas

de colageno. La parte distal es aproximadamente 10 veces mas rigida
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que la parte proximal (Bell & Gosline, 1996) y esta formado por 2
colagenos conocidos como COL-D y COL-NG (Zhao, 2006). Por
el contrario, la parte proximal es sorprendentemente extensible
(>75%) (Holten-Andersen et al., 2009) y esta formada por los
colagenos COL-P y COL-NG.

Figura 4.5. Imagen de una placa adhesiva del biso de mejillon de la
especie A. ater usada en este estudio.
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Figura 4.6. Detalle de la morfologia exterior de una placa adhesiva
de un biso de la especie A. ater. Se pueden notar las diferencias con
la morfologia de la superficie exterior del biso mostrada en la Figura

4.4,

Sin embargo, para los bisos estudiados en este trabajo, no hay
diferencias morfolégicas que permitan distinguir las regiones
proximales y distales del biso. Este también serfa el caso de los bisos
de otras especies estudiadas como Bathymodiolus Thermophilus,
Genkensia Demissa vy Driessena Pulymorpha (Brazee & Carrington,

2006). En el caso de los bisos que tienen una region distal y una

62



Resultados y discusion

regiéon proximal, normalmente se evaldan las propiedades mecanicas
de cada regién por separado y de las dos regiones juntas. En este
trabajo, debido a que no hay realmente dos regiones en el biso, se

han evaluado las propiedades mecanicas del biso entero.

La morfologia externa de las placas adhesivas se muestra en las
Figuras 4.5 y 4.6. La imagen que se observa en la Figura 4.5
confirma la forma eliptica de las placas adhesivas que se observé en
la Figura 4.1. La Figura 4.6 muestra que la superficie exterior de la
placa adhesiva tiene un patrén definido. El patrén superficial
mostrado interactia con una variedad de sustratos organicos e
inorganicos en ambientes acuosos, usando una serie proteinas
secretadas por el mejillon como adhesivos (Waite, 2002; Lee et al,,
20006; Wiegemann, 2005). Se piensa que la presencia de aminoacidos
inusuales conocidos como DOPA (3,4 dihidroxi-L-fenilanina) es la
responsable de la fuerte adhesion del biso (Waite, 2002; Lee et al.,
2006; Wiegemann, 2005).

La presencia del patron superficial mostrado en la Figura 4.6 podria
deberse al papel que juega la geometria superficial sobre la adhesion.
Varios estudios han demostrado que dividiendo la superficie de
contacto principal en superficies de contacto mas pequefias aumenta
la fuerza de adhesion (Varenberg et al., 20006; Artz et al., 2003).
Ademas la fuerza de adhesion ha sido presentada como una funciéon

del area de contacto real (Varenberg et al., 2000).
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Figura 4.7. Imagen de microscopia de fuerza atdomica de la superficie
exterior del biso de la especie A. ater.

Las imagenes de microscopia de fuerza atémica (Figuras 4.7 y 4.8)
muestran la superficie externa del biso y la placa adhesiva. La Figura
4.8 confirma la presencia de un patréon como el que se observo en la
Figura 4.6. Se realiz6 un analisis de la rugosidad del biso (fibra y
placa). La rugosidad promedio de la superficie de la placa adhesiva
fue de 17.8542 nm, mientras que la rugosidad medida en la
superficie del biso fue de 14.2134 nm. Los resultados muestran que

la altura pico a pico de la superficie lateral del biso (246.115 nm) es
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mayor a la altura de pico a pico encontrada en la placa adhesiva
(151.341 nm), lo cual confirma la presencia de ranuras mas

profundas en la superficie lateral de los hilos (figura 9).
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Figura 4.8. Imagen de microscopia de fuerza atémica de la superficie exterior
de la placa adhesiva del biso de la especie A. ater. Se puede apreciar un
patron en la superficie que difiere de la superficie del hilo del biso mostrado

en la Figura 4.7.
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1.2. Propiedades mecanicas

Diversos estudios han reportado las propiedades mecanicas de las
fibras de mejillones. La mayoria de ellos trabajan con especies como
M. edulis o M. californianus. Para este trabajo se utilizaron bisos de
mejillones de una especie sudamericana (Aulacomya ater) que no
habia sido estudiada antes. Se llevaron a cabo ensayos de tension
uni-axial en muestras secas y himedas (en agua destilada y agua de
mar). Ademas, se hicieron pruebas variando la temperatura de las

muestras.

Los resultados de los ensayos de tension uni-axial estan resumidos
en la Tabla 4.1. En dicha tabla se lista el esfuerzo maximo de tensiéon
y la deformacién maxima alcanzada. Comparando los datos de la
Tabla 4.1 con los resultados de otros estudios hechos en bisos de
otras especies de mejillones (Tabla 4.2), podemos afirmar que los
valores obtenidos estan dentro del mismo orden de magnitud de los
valores de otros estudios (Brazee & Carrington, 20006; Bell &
Gosline, 1996; Smeathers & Vincent, 1979). Tanto el esfuerzo
maximo como la deformacion mixima de .A. afer obtenidos en los
ensayos realizados con las muestras sumergidas en agua de mar, son
mayores a los obtenidos en todos los demas estudios. Esto se puede
apreciar también en la Figura 4.9, donde se han graficado curvas de
esfuerzo-deformacion representativas de ensayos de tensién de

diferentes estudios en bisos de mejillones de otras especies.

66



Resultados y discusion

Tabla 4.1. Resultados de los ensayos de tension uni-axial del biso de A. ater
bajo diferentes condiciones. Adaptado de (Troncoso et al., 2008).

Esfuerzo maximo | Deformacion
Medio de ensayo

(MPa) maxima
Seco 144.71 + 33.58° 0.27 £0.018°
Sumergido en agua . X

59.47 + 25.02 0.84 £ 0.097
destilada
Sumergido en agua de . X

70.16 + 20.46 0.79 £0.275
mar

Los valores son promedios + DE (desviacién estdndar). Las letras indican los
diferentes grupos de acuerdo con el analisis de varianza llevado a cabo
(comparacidon de Student-Newman-Keuls)

Sin embargo, se debe tomar en cuenta que las desviaciones
estandares son relativamente altas y que las pruebas han sido
llevadas a cabo en diferentes laboratorios a condiciones
experimentales diferentes.

De acuerdo con el analisis de varianza (comparacién de Student-
Newman-Keuls), los resultados de las pruebas realizadas con los
bisos sumergidos en agua destilada no son estadisticamente
diferentes a los obtenidos para bisos sumergidos en agua de mar
(Tabla 4.1). Es por ello que el analisis de los resultados sera hecho
comparando los bisos que se ensayaron sumergidos en agua

(hidratados) con los bisos que se ensayaron al aire (secos).
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Tabla 4.2. Resultados de ensayos de traccion uni-axial de bisos de diferentes

especies.
Especie Esfuerzo maximo | Deformacion
(MPa) maxima
Bathymodiolus 26.19+14.14 0.60 £ 0.27
thermophilus®
Guekensia demisa’ 20.52 £10.36 0.71+£0.39
Mytilus edilus® 20.46 + 13.56 0.76 £0.32
Mytilus edilus® 21 0.44
Modiolus modiolus® 19.11 £ 18.76 0.50+0.14
Dreissena polymorpha® 48.40 £ 26.02 0.61+0.23
Mytilus californianus® 34.6+16.41 0.94 +0.39
Mytilus trossulus® 20.3+10.94 0.66 £0.31
Mytilis galloprovincialis® | 17.1 +7.79 0.62+0.17

®Datos de Brazee y Carrington (2006); sumergido en agua de mar.
*Datos de Smeathers y Vincent (1979); sumergido en agua de mar.
“‘Datos de Bell y Gosline (1996); sumergido en agua de mar.

En la Figura 4.10 se observan curvas representativas de esfuerzo-
deformacion para muestras ensayadas en tres condiciones diferentes:
secas, sumergidas en agua destilada y sumergidas en agua de mar. Se
puede verificar que las curvas de los ensayos realizados en agua
destilada y en agua de mar son similares. En cambio, la curva del
ensayo realizado en seco muestra un comportamiento mas rigido,
con un esfuerzo maximo mayor que en los otros dos casos. Los

bisos ensayados en agua (destilada o de mar) son mas flexibles y
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alcanzan mayores deformaciones maximas que los bisos ensayados

en seco.
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Figura 4.9. Curvas de esfuerzo-deformacidon de bisos de diferentes especies,
incluyendo (a) Dreissena polymorpha, (b) Bathymodiolus thermophilus, (c)
Modiolus modiolus, (d) Mytilus edulis, (e) Geukensia demissa y (f) Aulacomya ater
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Figura 4.10. Curvas representativas de esfuerzo-deformacion de bisos de A.
ater ensayados en tres condiciones diferentes: en seco (negro), sumergido en
agua destilada (azul) y sumergido en agua de mar (rojo). Se puede apreciar
que las muestras secas son mas rigidas y tienen un esfuerzo maximo mayor
que las muestras sumergidas en agua destilada o agua de mar.

El biso seco se comporta como un polimero elasto-plastico (Figura
4.11) mientras que los hilos himedos inmersos tanto en agua
destilada como en agua de mar presentan un comportamiento
elastomérico (Figura 4.12). Esto podtia ser debido al hecho de que
las moléculas de agua actian como un agente plastificante que
interactia con las moléculas poliméricas que forman los bisos. Se ha

observado comportamientos similares en otras fibras naturales
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construidas a partir de proteinas, como la seda de arafa (Pérez-
Rigueiro et al., 1998; Pérez-Rigueiro et al., 2003).

El comportamiento elasto-plastico de los bisos secos puede ser
observado en la Figura 4.11. La curva representativa de dicha figura
muestra que hay dos regiones claramente definidas. Inicialmente, el
biso tiene un comportamiento elastico lineal (E = 1746.3 + 256.4
MPa) a deformaciones pequenas, hasta que alcanzan una
deformacion critica (0.0364 + 0.0090) donde comienza la

deformacion plastica.
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Figura 4.11.Curva representativa de esfuerzo-deformacién de un biso seco. Se
muestran los valores experimentales (x) y los valores tedricos (-). Tomado de
(Troncoso et al., 2008).
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La regién lineal se ha modelado usando la ley de Hooke (linea recta
en la Figura 4.11). Para la regién plastica, se ha utilizado una

ecuacion de ley de potencia con la siguiente forma:

o=K=x¢&" (Ec. 4.1)

Donde o y e son: el esfuerzo y la deformaciéon la zona plastica,
respectivamente. K y n son constantes empiricas determinadas por
el ajuste del modelo a los datos experimentales. El valor de n puede

obtenerse a partir de:

__dlog(o)
o dlog(e)

(Ec. 4.2)

Los valores promedio de n y K son 0.599 £ 0.034 y 358.92 £ 63.27,
respectivamente. De acuerdo con lo que se aprecia en la Figura 4.11,
los datos experimentales se ajustan bien al modelo de ley de
potencia usado para describir el comportamiento del biso seco en la
zona plastica.

A diferencia del biso seco, las curvas de esfuerzo-deformacion de
los bisos sumergidos en agua son similares a las que se obtienen con
los elastébmeros. Para modelar los resultados de estas curvas se
utilizo la teorfa de la elasticidad del caucho, en particular el modelo
de Mooney-Rivlin. El modelo de Mooney-Rivlin ha sido usado
anteriormente para modelar la deformaciéon de materiales similares
al caucho y se ha aplicado al estudio de los tejidos blandos, tales
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como tendones y ligamentos (DeFrate & Li, 2007, Weiss &
Gardiner, 2001).
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Figura 4.11. Curva representativa de esfuerzo-deformacion para un biso de A.
ater sumergido en agua. Se pueden apreciar los datos experimentales (x) y los
valores tedricos (-). Tomado de Troncoso et al. (2008).

El modelo de Mooney-Rivlin se basa en una ecuaciéon semi-empirica

que relaciona el esfuerzo real' (o, = o(l1+€)) con el ratio de

U El esfuerzo real se calcula dividiendo la fuerza aplicada entre el area real de la
seccion transversal a través de la cual opera la carga. Nétese que para el calculo del
esfuerzo (de ingenierfa), se utiliza el area inicial de la seccién transversal, la cual se
considera constante durante todo el ensayo de tension.
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estiramiento (A=g+1), mediante el uso de dos constantes (C,, C,),
que representan las propiedades de los materiales. Se obtienen a
partir de resultados experimentales cuando el esfuerzo reducido
([o;]) se traza contra la inversa del ratio de estiramiento (1/ X) de

acuerdo con:

__9r _ 2C2
lor] = FECy T 26, +— (Ec. 4.3)

La curva representativa de esfuerzo-deformaciéon para el biso
hidratado se muestra en la Figura 4.11. Los puntos experimentales
se ajustan bien al modelo. Los valores promedio de C, y C, para los
bisos en agua destilada son 10.54 * 3.72 y 24.24 = 8.07 MPa,
respectivamente, mientras que para los bisos sumergidos en agua de

mar C, y C, son 5.63 + 470 y 18.01 £ 10.10 MPa, respectivamente.

En los materiales que tienen un comportamiento mecanico similar al
caucho (elastoméricos) la deformacion tiene un origen entrépico.
Estos materiales se encogen con el calor y se vuelven mas rigidos
con el aumento de temperatura. Cuando los materiales elastoméricos
se estiran, las fuerzas entrépicas promueven la retraccion de la red,
haciendo que el elastomero vuelva a su estado original (no
deformado). La contracciéon que se produce cuando se calientan se

debe a que la energfa térmica acciona el sistema en la direccion del
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incremento de entropia. La relaciéon entre el médulo de corte (G) y

la temperatura (T) de estos materiales estd dada por:

PRT
M

G =

(Ec. 4.4)

donde, R representa la constante universal de gases, o la densidad
del material y M. el peso molecular de las cadenas. La ecuacion (4)
muestra que el médulo de Young de los materiales elastoméricos
aumenta con la temperatura.

Para averiguar el efecto de la temperatura en el comportamiento
mecanico de las fibras de biso, se llevaron a cabo pruebas con las
muestras sumergidas en agua destilada a diferentes temperaturas.

La Tabla 4.3 muestra los resultados de los ensayos de tension
realizados en los bisos hidratados a diferentes temperaturas. Se
registraron los valores de la resistencia maxima, la deformacion
maxima y el médulo de Young. Los resultados revelan que no hay
relacion clara entre la temperatura y el esfuerzo maximo, ni entre la
temperatura y la deformaciéon maxima.

Sin embargo, se ha verificado que el mddulo de Young se ve
claramente afectado por la temperatura. Podemos clasificar los
valores de los moédulos de Young en dos grupos de valores. El
primer grupo se obtuvo en las pruebas que fueron llevadas a cabo a
temperaturas en el rango de 10-25 °C, donde los valores del médulo

de Young estuvieron entre 47.73 y 56.65 MPa. El segundo grupo de
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valores se obtuvo con las pruebas en el rango de 40-70 °C con

valores del médulo de Young entre 111.97 y 143.32 MPa.

Tabla 4.3. Resultados del ensayo de tension uni-axial del biso de A. ater

sumergido en agua destilada a diferentes temperaturas. Adaptado de (Torres

et al., 2013).

Temperatura Esfuerzo Deformacién Moddulo de
(°C) maximo (MPa) | Mdxima Young (MPa)
10 30.66 + 4.62 0.62£0.13 47.73+£3.82

25 21.97 +1.37 0.40 £0.09 56.65 + 12.34
40 30.61 + 10.69 0.28 £0.03 115.89 + 36.10
55 42.71+£0.63 0.23£0.09 143.32+42.71
70 55.98 +4.51 0.53+£0.16 111.97 £30.91

En la Figura 4.12, se aprecian 5 curvas representativas de esfuerzo-

deformacion, a cinco temperaturas diferentes (10, 25, 40, 55 y 70

°C). El hecho de que el valor del médulo de Young sea supetior a

altas temperaturas confirma que la naturaleza entrépica de la

deformacion de los bisos sumergidos en agua.
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Figura 4.12.Curvas representativas de esfuerzo-deformacion de bisos de A.
ater a 5 temperaturas diferentes (10-70 °C). Tomado de (Torres et al.,
2013).

El cambio en el valor del médulo de Young a 40°C podtia estar
relacionado con algun tipo de fenémeno térmico que ocurra en el
biso. Para evaluar el comportamiento térmico de los bisos, se
llevaron a cabo ensayos en el calorimetro de barrido diferencial y la
balanza termo-gravimétrica. La Figura 4.13 muestra un termograma
representativo de calorimetria de barrido diferencial (DSC) de las

fibras de biso y un termograma similar de un tendén de colageno.
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Las muestras de biso de mejillén mostraron un pico endotérmico
aproximadamente a 100°C. Este pico es similar al pico mostrado
por otras estructuras formadas por colageno como cartilagos,
huesos y piel. En estos casos, el pico puede estar asociado con la
desnaturalizaciéon del colageno. La temperatura de inicio de un
proceso de desnaturalizacion de este tipo es aproximadamente 45°C
para los bisos de mejillon, que esta acorde con el endurecimiento de

las muestras en los ensayos de traccion.
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Figura 4.13. Curva de variacion del flujo de calor con respecto a la
temperatura obtenida en un ensayo de calorimetria de barrido diferencial
(DSC) de biso de mejillén (rojo) y colageno de tendones de bovinos
(negro). Tomado de (Torres et al., 2013).
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Debido a que el comportamiento elastomérico de los bisos solo se
da cuando las pruebas de tensién se realizan con las muestras
sumergidas en agua, se realizaron ensayos en el DSC con muestras
de humedad controlada. Se tomaron bisos liofilizados a los que se
les agregd agua en cantidades adecuadas para obtener muestras con
porcentajes de agua en peso de 0%, 20%, 50% y 80%. La Figura
4.14 muestra los resultados de estos ensayos. Se encontrd la
presencia de dos picos endotérmicos aproximadamente a 100 y
280°C. El primer pico esta presente en todos los termogramas y no
parecen seguir una tendencia con respecto al contenido de agua. El
segundo pico aparentemente desaparece en la muestras de alto
contenido de agua (50 y 80%). Este pico deberia ser relacionado con
la degradaciéon térmica del mejillon. Dicha degradacién es
confirmada por el termograma de analisis termogravimétrico
mostrado en la Figura 4.15 donde la degradacion térmica comienza

aproximadamente a 280°C.
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Figura 4.14. Curvas representativas de la variacién del flujo de calor con la temperatura de muestras de biso de A. ater a
diferentes niveles de hidratacidn.
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Figura 4.15. Variacion de la masa dependiendo de la temperatura de una
muestra de biso de A. ater obtenida por medio de una ensayo de
termogravimetria (TGA). Tomado de Torres et al. (2013).

Pese a que el valor del médulo de Young si guarda relaciéon con la
temperatura, ni el esfuerzo maximo, ni la deformacién maxima
parecen tener una relacion con la temperatura. Esto podria ser
explicado por la morfologfa de las muestras. Se encontraron algunas
ranuras, que deben tomarse en cuenta, en la superficie de las
muestras. La imagen de SEM en la Figura 4.16 muestra algunas de
las ranuras longitudinales y radiales que se encontraron en las
muestras. Estas ranuras podrian crear zonas de concentraciéon de
esfuerzos, lo que finalmente provocaria la falla del material. Luego,

la apariciéon del esfuerzo y la deformacién maxima estarfa
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relacionada con la presencia de dichas fallas. Como se menciond en

la seccién anterior, se cree que las ranuras longitudinales son

consecuencia del proceso mediante el cual se forman los bisos

(Eckroat & Steele, 1993).

<] i : g
Figura 4.16. Micrografia SEM de una fibra de biso de mejillén A. ater. Las
flechas muestran los defectos y ranuras presentes en la superficie. Tomado de
(Torres et al., 2013).

Finalmente, para confirmar la presencia de coldgeno en los bisos se
llevé a cabo un ensayo de espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR). El espectro de la Figura 4.17 revela
la presencia de los grupos amida. I.a banda de absorcién de C=0O a

1665 cm™ esti relacionada con la presencia de amida 1. La banda a
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1555 cm’ corresponde al grupo amida 11 (N-H). El enlace C-N
localizado en 1235 cm™ estd asociado con el grupo amida II1. La
banda ancha a 3300 cm™ se debe a los enlaces N-H. Las bandas mas
estrechas aproximadamente en 2900 cm’ corresponden a
vibraciones de enlaces C-H. La vibracion de C-H aparece

aproximadamente a 1450 cm™.
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Figura 4.17. Espectro FTIR de un biso de A. ater. Tomado de Torres et al.
(2013).
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2. Red de biopolimeros: La membrana de huevo

2.1. Caracterizacion morfologica

Luego de haber caracterizado y analizado el comportamiento
mecanico de una fibra construida a partir de colageno, se presenta la
caracterizaciéon de una membrana bidimensional formada por fibras
en un arreglo tipo red. La membrana de huevo (ESM, por sus siglas
en inglés) se encuentra entre el cascaron y la clara del huevo (Figura
2.12). Su funcién es servir como limite y proteccién entre el
caparazon y la clara, debiendo ser permeable para permitir el paso

de gases.

Figura 4.18. Micrografia 6ptica de la membrana

de huevo. Tomado de (Torres et al., 2010).
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Para caracterizar la morfologia de esta red bidimensional tomaremos
dos medidas importantes: el diametro de las fibras que forman la red
y el espacio formado por las partes vacias o poros de la red en
estudio. La medida de dicho espacio se conoce como “tamafio de

malla” (mesh size).

En la Figura 4.18 se observa la morfologia de la red de la membrana
de huevo vista en un microscopio 6ptico. Se observa que las fibras
no estan ordenadas en ninguna direccién determinada. Mediante
analisis de imagenes se midi6 las caracteristicas de la red. El
diametro promedio de las fibras es de 1.95 *+ 1.28 um y el tamafo

promedio de malla es de 3.96 £ 3.70 pm.

La Figura 4.19 muestra la membrana de huevo vista en un
microscopio de barrido electronico. En esta figura no se puede
distinguir una red como en la Figura 4.18. La morfologia de la
muestra cambié debido al vacio al que fue sometido la muestra
durante el ensayo, las fibras perdieron agua, se secaron y se perdio el
arreglo tipo red. En cambio, la parte interna del caparazén mostrado
en la Figura 4.20 no fue afectado por el vacio debido a que es una

estructura mineralizada con muy poco contenido de agua.
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Figura 4.19. Imagen de microscopia de barrido electronico de membrana de
huevo. La muestra fue previamente metalizada y la prueba se realiz6 con
vacio.

Las Figuras 4.21, 4.22 y 4.23 muestran la red observada bajo un
microscopio de fuerza atéomica (AFM). En la Figura 4.21 se puede
observar la red coherente bidimensional, tal como se veia en la
Figura 4.18. Utilizando analisis de imagenes se midieron las
propiedades de esta red. El diametro de las fibras es de alrededor de

2.87 um vy la distancia entre fibras (tamafio de malla) es de 4.02 um.
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Figura 4.20. Imagen de microscopia de barrido electrénico de la parte interna
del caparazén de huevo. La muestra fue previamente metalizada y la prueba
se realizd con vacio.

La diferencia entre las medidas tomadas de las imagenes del
microscopio 6ptico y el AFM pueden deberse a las condiciones
experimentales. En el caso de las imagenes con microscopio 6ptico,
la membrana de huevo se mantiene hidratada durante todo el
tiempo. En cambio para tomar las imagenes en el AFM, es necesario
secar (al aire) primero la membrana debido al tipo de AFM que se

uso.
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4. 1um

Figura 4.21. Imagen de microscopia de fuerza atémica de membrana de
huevo. Se puede observar que la membrana estd formada por una red
coherente de fibras. Tomado de Torres et al. (2010).

La Figura 4.22 muestra una de las fibras que conforma la red de la
membrana de huevo. Esta figura se obtuvo haciendo un
acercamiento a la Figura 4.21 (rectangulo marcado). La fibra que se
esta observando en esta imagen tiene un didmetro de 2.21 um. La
Figura 4.23 es, a su vez, un acercamiento hecho a la Figura 4.22.

Esta figura sugiere que las fibras tienen una estructura jerarquica, ya
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que la fibra parece estar formada por varias fibrillas. La fibrilla

observada tiene una altura de 102 nm y un ancho de 370 nm.

3.35um

S5.81um

xt
Figura 4.22. Imagen de microscopia de fuerza atémica de de una de las fibras

que forma la membrana de huevo. Tomado de Torres et al. (2010).
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200nm

Oum X* 1.43pm

Figura 4.23. Acercamiento de la imagen de la Figura 4.22. Se observa la
topografia de una de las fibras que forman la membrana de huevo. Tomado
de Torres et al. (2010).

Los valores promedios de diametro y tamafio de malla presentados
no son suficientes para describir la morfologia de la red debido a
que en realidad se encuentra una dispersion en el valor de esos
parametros. La Figura 4.24 muestra la dispersiéon en los valores de
los diametros de fibras medidos usando un software de analisis de
imagenes (los resultados mostrados son de las imagenes de

microscopia optica). Se puede observar que los didmetros varfan
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entre 1 a 5 um. Lla mayoria de los didametros (mas del 40%) tienen
un valor de alrededor de 2 um y alrededor del 80% se encuentran

entre 1-3 um.
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Figura 4.24. Diagrama de frecuencia de las medidas de los diametros de las
fibras que forman la red de la membrana de huevo. Tomado de (Torres et al.,
2010).

La Figura 4.25 muestra la dispersiéon que hay en los valores del
tamafio de malla. Estos valores se encuentran en el rango de 1 a 10
um. Alrededor del 25% de los valores estd dentro de 1 um. A
diferencia de la distribucion de didmetros de fibra, en este caso los

valores siguen una distribucién bimodal.
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Figura 4.25. Diagrama de frecuencia del tamafio de malla de la red de la
membrana de huevo. Tomado de (Torres et al., 2010).

2.2. Propiedades mecanicas

Para esta membrana se han estudiado las propiedades mecanicas en
dos niveles diferentes. En el primer nivel se han analizado las
propiedades de las fibras individuales que componen la red. En el
segundo nivel, se han medido las propiedades de la red completa
(membrana). Se han utilizado los resultados del analisis del primer
nivel junto con un marco teérico adecuado para estimar las

propiedades de la red completa a partir de las propiedades de las
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fibras individuales. Las predicciones tedricas se han comparado con

los resultados experimentales.

2.3. Analisis de las propiedades de las fibras individuales

Debido a las dimensiones de las fibras individuales sus propiedades
mecanicas no pueden medirse mediante un ensayo de tensién, sino
que debe usarse una técnica diferente. Para este estudio se usaron
pruebas de nanoindentacién llevadas a cabo en un microscopio de
fuerza atémica (AFM). En los ensayos de nanoindentacion el
cantiléver del AFM es acercado a la muestra hasta hacer que la
penetre (carga) y, luego, es retirado (descarga). Durante toda la
prueba se registra la deflexion en el cantiléver junto con la distancia

entre la muestra y el cantiléver (altura Z).

La Figura 4.26 muestra los resultados de la prueba de
nanoindentacién. A medida que el cantiléver se acerca a la muestra,
el valor de la deflexion es constante hasta que la punta hace contacto
con la superficie de la muestra. El cambio brusco del valor de la
deflexion se debe a las fuerzas atractivas entre la punta y la muestra

(por ejemplo interacciones de van der Waals).
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Figura 4.26. Curva obtenida en el ensayo de nanoindentacién en la que se
grafica la deflexion del cantiléver en funcidon de su altura vertical (con
respecto a la muestra). Tomado de (Torres et al., 2010).

Se ha utilizado la ecuaciéon 3.1 (ver capitulo 3) para calcular el
moédulo de Young. Los valores del médulo de Young para las fibras
estan entre 4.2 y 38.1 MPa, con un valor promedio de 19.8 £ 14.3
MPa. Pruebas similares realizadas en otras estructura de colageno
tipo I han dado valores de 0.25 — 3 GPa (Strasser et al., 2007). Esta
diferencia podria deberse a que las fibras de esta membrana no estan

formadas por colageno puro sino por colageno y otras proteinas,
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ademas debe tenerse presente el error experimental de este tipo de

prueba.

El médulo de Young de las fibras individuales puede ser usado para
estimar el médulo de la red. Para ello usamos el analisis de solidos
celulares realizado por Gibson y Ashby (Gibson & Ashby, 1999).
Este analisis ha sido usado también para estimar las propiedades de
redes de actina (Satcher & Dewey, 1996). De acuerdo con este
analisis, las propiedades mecanicas de las redes pueden ser
aproximadas en términos de las propiedades de las fibras
individuales y constantes empiricas. El médulo de Young de la red
(E,) se relaciona con el médulo de la fibra (E)) y la densidad relativa

(0./0) mediante la siguiente ecuacion:

.. (Bc. 4.5)

donde A, es una constante empirica y o es la densidad de los
materiales. Los subindices n y f se refieran a las propiedades de la
red (n) y de las fibras individuales (f). Los datos experimentales de
otros estudios en sélidos celulares muestran que el valor de A,
puede asumirse como 1. La porosidad de la red fue estimada
mediante analisis de imagenes. La densidad relativa se calcula en
base a la ecuacion 4.6:
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Phn
P

.. (Ec. 4.6)

Luego el médulo de Young de la red es alrededor de 4.55 MPa. Este
valor es similar a los valores obtenidos experimentalmente (Tabla

4.4),

2.4. Analisis de las propiedades de la red

Como en el caso del biso, el comportamiento mecanico de las
estructuras de colageno genera curvas con graficas no lineales. La
Figura 4.27 muestra una curva representativa, similar a la que se
observa en pruebas de estructuras de coligeno como tendones
(Buehler & Wong, 2007; Misof et al., 1997; Fratzl et al., 1997; Freed
and Dochring, 2005; Roeder and Kokini, 2002). Se reportan tres
regiones diferentes. En la primera region (1, “toe region”) se
necesita poco esfuerzo para deformar la red. En la segunda region

(2, “bill region”) la rigidez de la red se incrementa con la deformacion.
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Finalmente, se alcanza una regiéon lineal en la que el material

obedece la ley de Hooke.
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Figura 4.27. Curva representativa de esfuerzo-deformacion para la
membrana de huevo. Tomado de (Torres et al., 2010).

En los tendones, la regiéon 1 esta presente hasta que la deformacion
es aproximadamente un 4% (Silver et al, 1992). Estudios de
sistemas de colageno realizados con microscopia de luz polarizada
muestran que las fibras de colageno no sometidas a deformaciones
presentan zonas con la presencia de “rizos macroscopicos” (Silver et
al., 1992; Abrahams, 1967). La primera regién (1) en las curvas de
esfuerzo-deformacion ha sido relacionada con un proceso mediante
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el cual se inicia la desapariciéon de dichos “rizos” en las fibras de
colageno. Ademas, algunos estudios hechos en moléculas de tropo-
colageno sugieren que esta regién es una consecuencia de la
elasticidad entrépica del colageno (Buehler and Wong, 2007).

Este tipo de elasticidad entropica también se encuentra en otras
biomoléculas como el DNA. En el caso del DNA, la elasticidad
entropica incluye pequefias desviaciones del eje molecular debido a
fluctuaciones térmicas (Smith et al., 1996). Las moléculas de DNA
han sido modeladas como resortes entrépicos y su comportamiento
se ha descrito por el modelo WLC (“worm like chain model”)
(Bustamante et al., 1994;Marko et al., 1995; Odijk et al., 1995). Sin
embargo, llegado cierto nivel de deformacién (cuando la extension
de la molécula de DNA es mayor que su longitud de contorno), el
comportamiento de la molécula de DNA se desvia del modelo WLC
y entra en un régimen dominado por la elasticidad entalpica
(Bauman et al., 1997). Buehler y Wong (2007) han reportado que las
moléculas de colageno siguen un comportamiento similar el cual
explicarfa la transicion que ocurre en la Figura 4.27 desde la regién 1
(dominada por la elasticidad entrépica) a las regiones (2) y (3)

dominadas por la elasticidad entalpica.
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Figura 4.28. Curva de esfuerzo-deformacidon representativa para la
membrana de huevo sumergida en agua. Los datos experimentales (*)
estan graficados junto con las estimaciones tedricas hechas con la
expresion de Moony-Rivlin (-) y la relacion lineal de la ley de Hooke (- -).
Tomado de (Torres et al., 2010).

Como en el caso del biso, se puede usar la ecuacién de Mooney-
Rivlin (Ec. 4.3) para modelar la zona no lineal de la curva obtenida.
En la Figura 4.28, se muestran los valores experimentales y los
calculos tedricos para una curva representativa. Cabe recordar que la
relaciéon de Mooney-Rivlin es usada tipicamente para estudiar la
elasticidad del caucho (dominada por efectos entrépicos). El caucho
es un elastbmero formado por una red de cadenas de polimeros

entrecruzados cuya deformacion tiene un origen entrépico. Segun
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las curvas obtenidas en este estudio podriamos sugerir que la

deformacion de estas redes tiene también un origen entropico.

Tabla 4.4. Propiedades mecanicas de la membrana de huevo
sumergida en agua destilada para dos direcciones diferentes de

carga.

Direccion Direccion
horizontal vertical

Mddulo de Young 4.00 +1.27° 5.50 * 3.26°

(MPa)

Esfuerzo maximo 1.72 +0.62° 1.42 +1.01°

(MPa)

Deformacion 42.3+9.6° 38.3+9.4°

maxima (%)

-

Los valores son promedios + DE (desviacion estandar). Las letras
indican los diferentes grupos de acuerdo con el andlisis de varianza
llevado a cabo (comparacion de Student-Newman-Keuls).

El comportamiento mecanico de membrana de huevo también se
relaciona con los diferentes niveles de organizacién de dicho
sistema. En el nivel méas bajo, los arreglos de proteina fibrosas
forman las fibras de la membrana. En el nivel superior, estas fibras
forman la red observada en las Figuras 4.18-4.23. La regioén
modelada con la relacién de Mooney-Rivlin se relaciona con el nivel
mas bajo de organizaciéon donde las proteinas fibrosas sufren una
deformacién entrépica. Por otro lado, el nivel superior esta

relacionado con el comportamiento lineal de la red similar al
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descrito por Gibson (Gibson & Ashby, 1999) en su trabajo sobre los
sélidos celulares.

En la Tabla 4.4 se listan los valores del médulo de Young (calculado
en la region lineal de la curva), el esfuerzo maximo y la deformacion
maxima para pruebas de tensién uni-axial de la membrana de huevo
sumergida en agua destilada. Se puede apreciar que las pruebas se
han llevado a cabo seleccionando muestras extraidas en dos
direcciones diferentes: horizontal y vertical. La direccion horizontal
es la que esta sobre las lineas hemisféricas, mientras que la
horizontal es la que esta sobre la linea ecuatorial. No se obtuvo
resultados estadisticamente independientes al variar la direccién de
la muestra. La caracterizacién morfolégica no mostré que las fibras
de la red tuvieran ningun tipo de alineamiento en alguna direccién
preferente. Al estar las fibras distribuidas al azar, sin ninguna
direcciéon preferente, las propiedades mecanicas de la red serfan
iguales en todas las direcciones.

En la Tabla 4.5 estan listados los valores del médulo de Young, el
esfuerzo maximo y la deformacién maxima para los ensayos de
tension realizados en agua, clara y aire. El analisis de varianza
ANOVA indica que los valores son estadisticamente independientes
para los tres medios. La desviacion estandar es menor en las pruebas
realizadas en clara (=10 — 25%), comparada con la desviacion
estandar obtenida en las pruebas hechas en agua (=25 — 70%) y aire
(=35 — 60%). Esta alta variabilidad en los resultados podria estar

relacionada con las condiciones experimentales. Al parecer las
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muestras conservan mejor su estructura cuando son ensayadas en su

ambiente natural (clara).

Tabla 4.5. Propiedades mecanicas de la membrana de huevo ensayada en tres
medios diferentes. Adaptada de (Torres et al., 2010).

Agua Clara Aire
Moédulo de
235.24 +
.50 + 3.26° .03+0.61° .
Young (MPa) >-50+3.26 >-03£0.6 86.47
Esfuerzo
. 1.42 +1.01° 1.84 +0.53° 6.40+2.52°
maximo (MPa)
Deformacion
. 38.3+9.4° 37.3+5.1° 48+2.8°
maxima (%)

Los valores son promedios + DE (desviacién estandar). Las letras indican los

diferentes grupos de acuerdo con el anadlisis de varianza llevado a cabo

(comparacion de Student-Newman-Keuls).

El médulo de Young de los sistemas basados en biopolimeros

depende en gran medida del medio en el que se realice el ensayo. Las

muestras secas de membrana de huevo ensayadas en aire mostraron

el mayor médulo de Young (235.24 MPa). La dependencia de las

propiedades mecanicas en el medio indica que el agua y la albumina

(clara) actian como agentes plastificantes que interactian con las

moléculas de polimeros que forman las fibras de la membrana de

huevo. Se han observado comportamientos similares en otras fibras

naturales de proteinas, como la seda Bombyx mori y la seda de arafia
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(Perez-Rigueiro et al., 2003; Perez-Rigueiro et al., 2000). Cuando se
secan las muestras de membrana de huevo habtia un aumento en el
numero de enlaces de hidrégeno que se establecen entre las cadenas
de colageno, por lo tanto se puede observar un aumento de rigidez a
la traccion.

Al igual que en el caso de los bisos de mejillones, se hicieron
ensayos de tensiéon con las muestras sumergidas en agua a
temperaturas controladas para evaluar el efecto de la temperatura en
las propiedades mecanicas de la red. Las curvas representativas de
esfuerzo-deformacién de las muestras de membrana de huevo
ensayadas en agua a 10, 30, 50 y 70 °C se muestran en la Figura 4.29.
Estas curvas se asemejan a las curvas de esfuerzo-deformacion de
otros sistemas biolégicos tales como tendones (Buehler & Wong,
2007; Fratzl et al., 1997; Freed & Doehring, 2005; Misof et al., 1997,
Roeder & Kokini, 2002).
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Figura 4.29. Curvas representativas de esfuerzo-deformacion de muestras de
membrana de huevo sumergida en agua y ensayadas a 10, 30, 50, y 70°C.
Tomado de (Torres et al., 2013).

Los resultados muestran que el valor del médulo de Young depende
de la temperatura de la muestra. Los valores superiores se alcanzan a
10 °C, mientras que los valores mads bajos corresponden a las
muestras analizadas a 70 °C. Este tipo de dependencia se ha
reportado para muchos polimeros incluyendo el polietileno,
polipropileno, cloruro de polivinilo, PPTA (Kevlar®), tereftalato de
polietileno (PET), entre otros. En estos polimeros, para las regiones

lejos de cualquier transicion térmica, el médulo de Young es una
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funcién lineal de temperatura con una pendiente negativa (Lagakos
et al., 1980).

Para los datos experimentales presentados, el médulo de Young (E)
esta relacionado con la temperatura (T) de acuerdo con la siguiente

expresion:

E=—0.75T 4+ 6.17 (Ec.4.7)

Watts et al. (Watts et al, 1987) llevaron a cabo ensayos de
compresion sobre las estructuras a base de dentina y mostraron que
el médulo de elasticidad a la compresion de tales estructuras muestra
una dependencia lineal con la temperatura. La misma dependencia
de la temperatura con el médulo de Young se ha observado para
cartilagos, queratina, seda de arafia y otras estructuras de proteinas.
(Bonser & Purslow, 1995; Chae et al., 2003).

Como ya se ha discutido, la evidencia sugiere que parte de la
deformacién de la membrana de huevo se debe en parte a la
elasticidad entrépica que gobierna el comportamiento de las
moléculas de colageno (para ciertos niveles de deformacién) y en
parte se debe a la elasticidad entalpica (cuando se han superado
niveles iniciales de deformacién). La relaciéon inversa de la
temperatura de ensayo con moédulo de Young medido en los
experimentos presentados aca, sugiere que la deformacién tiene un
origen predominantemente entalpico. Analogamente al analisis
realizado para los bisos de mejillones, si se analiza la Ec. 4.4 se

puede concluir que en los materiales elastoméricos como el caucho
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(donde el modo de deformacién es entrépico), el moédulo estd en

relacién directa con la temperatura (a mayor temperatura, mayor

modulo).

La Tabla 4.6 muestra los médulos de Young, resistencia maxima y
deformacion maxima obtenidas en los ensayos de tensién uni-axial.
Estos valores son similares a los de las Tablas 4.4 y 4.5. El analisis
de ANOVA confirma que los médulos de Young encontrados para

cada temperatura son estadisticamente independientes.

Tabla 4.64 Propiedades mecdnicas de las muestras de membrana de huevo

sumergidas en agua a diferentes temperaturas. Adaptada de (Torres et al.,

2013).

Temperatura (°C) 10 30 50 70
Médulo de Young [5.95 + (456 +[3.75 £ (321 %
(MPa) 0.272 0.543° 1.01° 0.17°
Esfuerzo maximo | 1.83 + | 1.23 +(11.28 +|099 ¢
(MPa) 0.662 0.55° 0.43° 0.43°
Deformacién maxima | 0.27 + | 0.27 +/030 +|031 ¢
(%) 0.082 0.09° 0.1° 0.13¢

.
Los valores son promedios + DE (desviacion estandar). Las letras indican los
diferentes grupos de acuerdo con el analisis de varianza llevado a cabo

(comparacién de Student-Newman-Keuls).
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Por el contrario, el esfuerzo maximo y la deformacién maxima no
parecen depender de la temperatura de la muestra. Otros resultados
de las pruebas encontradas en la literatura para fibras a base de
colageno han demostrado que el limite de la extensibilidad de tales
estructuras es de alrededor de 4% de deformacion (Feughelman,
2002). Se ha sugerido que a esta deformacion se alcanza la maxima
deformacion admisible de las moléculas de colageno, las cuales
empezarian a desnaturalizarse (ruptura de la triple hélice que forma
las moléculas de colageno) dando lugar a una falla mecanica
(Feughelman, 2002).

El comportamiento térmico de la membrana de huevo muestra un
patron similar en comparacién con el biso de mejillones estudiado
en este trabajo o las escamas de pescado (Bonser & Purslow, 1995).
La Figura 4.30 muestra las curvas de DSC de las muestras de
membrana de huevo con 0, 20, 40 y 60% de contenido de agua. Las
muestras con contenido de agua al 0, 20 y 40% muestran dos picos
endotérmicos mientras que la muestra con 0% de contenido de agua

muestra solo un pico.
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Figura 4.30. Curva representativa de DSC de las muestras con diferentes contenidos de agua. Tomado de (Torres et al., 2013).
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El primer pico endotérmico observado en estos experimentos se
produce a 50-55 °C para muestras secas y a 70-100 °C para muestras
con contenido de agua en el rango de 20-60% y puede estar
asociado con la desnaturalizacion térmica del colageno. De acuerdo
con Miles y Bailey (2001), la desnaturalizacién del colageno es un
proceso que implica la ruptura de enlaces de hidrégeno y un
reordenamiento de la triple hélice de colageno en una configuracion

de cadena al azar (ramdom coil).

Otros estudios que han publicado pruebas de DSC realizadas en
muestras de colageno de otras fuentes como tendones humanos y de
animales muestran un pico endotérmico a 60-65 °C (Wiegand et al.,
2010; Willet et al., 2007). Esto concuerda con el pico observado en
las muestras secas del presente estudio (= 65 °C). Trebacz y
Wojtowicz (Trebacz & Wojtowicz, 2005) han reportado que la
temperatura de desnaturalizaciéon del colageno del tendén de un
bovino tiene lugar a 82 °C. Miles y Ghelashvili (Miles & Ghelashvili,
1999) reportaron que la temperatura de desnaturalizaciéon del
colageno del tendén de una rata se daba a 65.5 °C en fibras que

contienen 11.5% de agua.

El segundo pico se produce casi a la misma temperatura (235 °C)
para las muestras de contenido de agua igual a 0, 20 y 40%. Este
pico es mucho mas pequefio que el primero. Podria darse debido a
la degradacion térmica del colageno. Tal degradacion es confirmada
por la curva de TGA mostrada en al Figura 4.31 donde la

degradacion térmica comienza alrededor de 250 °C.
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Figura 4.31. Variacién de la masa con respecto a la temperatura de una
muestra de membrana de huevo obtenida en un analizador termo-
gravimétrico. Tomado de (Torres et al., 2013).

Se sabe que el agua puede inducir cambios estructurales en los
polimeros. Las moléculas de agua pueden formar enlaces de
hidrégeno con los grupos amida. El agua actia como un
plastificante y modifica las propiedades mecanicas tales como el
moédulo de Young y la resistencia maxima de varios polimeros.
Ademas, puede bajar la temperatura de transiciéon vitrea de los

biopolimeros semicristalinos (Vollrath & Porter, 2000).
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Diferentes estudios han sugerido que el agua juega un papel
importante en el mantenimiento de la conformacién de las
moléculas de colageno (Bigi et al., 1987; Bella et al., 1995; Miles et
al., 1995). Bella et al. (Bella et al., 1995) han propuesto que la triple
hélice de colageno esta recubierta por un cilindro de hidratacién en
el que las moléculas de agua crean enlaces de puentes de hidrégeno
que unen los grupos carbonilo o hidroxilo de las tres cadenas de

colageno.

Algunos autores (Miculescu, 2012; Sionkowska, 2000; Sionkowska &
Kaminiska, 1999) han sugerido que los picos endotérmicos de las
pruebas de DSC también pueden ser originados por la liberacion de
enlaces de agua. El enlace de agua usualmente se fija por los puentes
de hidrogeno entre las fibrillas de colageno y entre la triple hélice
(Sionkowska & Kaminska, 1999). Sin embargo, se necesitan mas
estudios para confirmar cuantitativamente el efecto de los enlaces de
agua en los picos observados en los experimentos realizados en este

trabajo.

La Figura 4.30 muestra un desplazamiento del pico de
desnaturalizaciéon en relacion con el contenido de agua de las
muestras. Es decir, el contenido de agua afecta a la temperatura a la
que se produce el pico de desnaturalizacion. Las muestras secas
muestran este pico alrededor de 65 °C, mientras que para las
muestras con 60% de contenido de agua, el pico se produce
aproximadamente a los 100 °C. Estudios previos realizados sobre
estructuras a base de colageno, tales como huesos muestran un
patron térmico diferente en el que la deshidratacién de colageno
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induce una mayor rigidez en esas estructuras ni un aumento en su

estabilidad térmica (Kopp et al., 1990; Miles & Ghelashvili, 1999).

3. Red tridimensional: El manto del calamar gigante

3.1. Caracterizacion morfologica

El dltimo material de analisis en este trabajo es el musculo del
manto del calamar gigante de la especie Dosicus gigas. Las imagenes
de microscopia revelan que este material puede ser considerado
como una red tridimensional. Ia Figura 4.32 muestra una
micrograffa de la seccidn transversal de un manto liofilizado de D.
Gigas (DGM). Se observé un gran numero de cavidades porosas e
irregulares que recuerdan la morfologia de celdas abierta donde las

celdas estan separadas por paredes delgadas (Figura 4.32 b).
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WD Mag HV Det - 2.0mm
10.1 mm 95x 30.0 kV Mix

Figura 4.32a. Imagen de microscopia electrénica de barrido de
muestra del musculo del manto de D. gigas. Se puede observar
una estructura porosa con poros abiertos y paredes delgadas.

k @iy r A
WD Mag HV Det ————  —1.0mm
10.3 mm 200x 30.0 kV Mix

Figura 4.32b. Imagen de microscopia electrénica de barrido de muestra del
musculo del manto de D. gigas. Se puede observar la presencia de fibras en
las paredes y los poros.
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WD Mag HV Det —————300.0um
10.2 mm 600x 30.0 kV. Mix

Figura 4.32c. Imagen de microscopia electrénica de barrido de muestra del
musculo del manto de D. gigas. Detalle de una de las paredes que muestra

el agrupamiento de fibras.

Se utiliz6 el analisis de imagen con el fin de realizar una medicion de
las dimensiones de las cavidades. Las celdas abiertas observadas en
las muestras miden entre 50-250 pum aproximadamente (Figura
4.33). El espesor de pared de las cavidades de células se estimé a

partir de las micrografias SEM aproximadamente en 10 pm.
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Figura 4.33. Distribucién de tamafios de celdas encontradas en las muestras
del musculo del manto de D. gigas.
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Figura 4.34. Espectro de EDX de una muestra del musculo del manto de D.
gigas
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La Figura 4.34 muestra la composicién elemental del DGM. Se han
encontrado altas concentraciones de carbono, oxigeno, cloro,
tésforo, potasio y azufre. Por otra parte, también se encontraron

bajas concentraciones de sodio, magnesio, calcio, hierro y silicio.

Line fit 22.9nm

L

Opm w2 1.02um

Figura 4.35a. Imagen de microscopia de fuerza atdomica de muestra del
musculo del manto de D. gigas.
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Las imagenes de microscopia de fuerza atomica se muestran en la
Figura 4.35. A diferencia de las imagenes de SEM, con el AFM no es
posible ver la estructura de celdas abiertas debido a que para estos
ensayos se usé una muestra secada al aire (con una deformacion de
la red al perder agua). Sin embargo, se puede apreciar la topografia

de una estructura porosa.

Opm ¥* 1.03pm

Figura 4.35b. Imagen de microscopia de fuerza atdomica de muestra del
musculo del manto de D. gigas. Detalle de una celda.
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Figura 4.35c. Imagen de microscopia de fuerza atébmica de muestra

del musculo del manto de D. gigas. Topografia exterior.

3.2. Analisis reologico y térmico
Se utilizé ensayos de calorimetria de barrido diferencial (DSC) para
estudiar las transiciones térmicas que ocurren en las muestras de
DGM. Se hicieron las pruebas de DSC tanto para muestras frescas

(recién extraidas) como para muestras liofilizadas. En el caso de las

118



Resultados y discusion

muestras frescas (Figura 4.36), se hallé6 un pico endotérmico entre
90-120 °C. Este pico endotérmico puede asociarse a la evaporacion
del agua en la muestra. El analisis termo-gravimétrico (TGA) de una
muestra fresca (Figura 4.38) revela que el contenido de agua es de
alrededor de 85%. Esta cantidad alta de agua junto con el hecho de
que el DGM no puede rehidratarse luego de perder agua recuerda

las caracteristicas de otra estructura natural, la celulosa bacteriana.
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Figura 4.36. Curva de flujo de calor en funcién de la temperatura de una
muestra recién extraida del manto de D. gigas.
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La celulosa bacteriana es un gel formado por una red de nanofibras
de celulosa. Iguchi (Iguchi et al., 2006) ya ha reportado que los geles
de celulosa bacteriana no pueden rehidratarse una vez que pierden
agua. Cabe resaltar que posteriormente las similitudes entre la
celulosa bacteriana y el DGM se extienden a su respuesta mecanica

ante la aplicaciéon de un esfuerzo. Dichas similitudes seran discutidas

luego.
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Figura 4.37. Curva de flujo de calor en funcién de la temperatura de una
muestra liofilizada del manto de D. gigas.
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Figura 4.38. Variacién de la masa con respecto a la temperatura de una
muestra fresca de D. gigas. El contenido de agua de la muestra es de 85%.

Para evitar la influencia del agua en el estudio de las propiedades
térmicas del DGM, se hicieron pruebas con muestras liofilizadas. La
Figura 4.37 muestra diferentes picos endotérmicos alrededor 120 °C,
220 °C y 315 °C. Estos picos se han encontrado también en otros
estudios (Paredi et al., 1996; Rodger, et al.,, 1984; Hasting et al,,
1985). Sikorski y colaboradores (Sikorski et al., 1986) afirman que el
colageno es la proteina principal en el DGM (alrededor de 3-11% de
la masa total), dependiendo de la especie. Segun Paredi y
colaboradores (Paredi et al., 1996), los picos endotérmicos que se
aprecian en los Termogramas de DSC deben ser atribuidos a los

procesos de las proteinas que forman el DGM.
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Figura 4.39.Variacion del mdédulo de almacenamiento (G') y el mddulo de
pérdida (G”’) con respecto a la temperatura de una muestra del manto de D.

gigas.

El efecto de la desnaturalizaciéon de las proteinas también puede
observarse en las pruebas reologicas. La Figura 4.39 presenta la
variaciéon del médulo de almacenamiento (G’) y del moédulo de
pérdida (G”) con respecto a la temperatura. Se observa un cambio
gradual en G’ y G” a partir de 50-70 °C.

La Figura 4.40 muestra el médulo de almacenamiento (G') y el
médulo de pérdida (G”) como una funcién de la frecuencia aplicada.

Hasta 8 Hz, los valores de G’ y G” dependen de la frecuencia
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siguiendo una ley de potencia con exponentes 0.056 y 0.071,
respectivamente. Para este nivel de frecuencia la muestra tiene
comportamiento predominantemente elastico (G’>G”). Mas alla de
los 8 Hz, los médulos no siguen ninguna ley de potencia y a partir

de los 20 Hz el comportamiento viscoso se vuelve predominante.
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Figura 4.40. Variaciéon del mddulo de almacenamiento (G’) y el médulo de
pérdida (G”’) con respecto a la frecuencia de una muestra del manto de D.

gigas
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La Figura 4.41 muestra el médulo de almacenamiento (G’) y el
moédulo de pérdidas (G”) como una funcién del esfuerzo oscilatorio
aplicado. Cuando el esfuerzo aplicado es menor de 1 Pa, las curvas
de G’ y G” muestran una region lineal casi donde los valores de los
modulos son casi constantes.

Cuando el esfuerzo esta entre 1 Pa y 100 Pa, los mdédulos de
almacenamiento (G’) y de pérdidas (G”) siguen un comportamiento
que se conoce como “ablandamiento por esfuerzo reversible” (RSS,
reversible stress soffening). Las flechas en la Figura 4.41 indican que el
ensayo se ha llevado a cabo en dos ciclos sucesivos (barrido de
esfuerzo desde 0 Pa hasta 100Pa e, inmediatamente después, barrido
desde 100 Pa hasta 0 Pa). En el primer ciclo se observa que el valor
de G’ comienza a caer (ablandamiento) y el valor de G” comienza a
subir a partir de 10 Pa. Notar que este ablandamiento es reversible
porque en el segundo ciclo el valor de G’ se recupera gradualmente
hasta llegar a los valores iniciales del primer ciclo.

El fenémeno de ablandamiento (caida del valor de G” al aumentar el
valor del esfuerzo aplicado) es tipico de tejidos vivos blandos y se
conoce como el efecto Mullins (Chu et al.,, 1972). El efecto Mullins
fue reportado originalmente para materiales similares a la goma

rellenas o no rellenas (Mullins, 1947).
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Figura 4.41. Variacién del moédulo de almacenamiento (G’) y el mddulo de
pérdida (G”’) con respecto al esfuerzo aplicado de una muestra del manto de
D. gigas.

En el caso de tejidos vivos, Volokh (Volokh, 2008) propone que
este ablandamiento se debe a la falla mecanica de los tejidos al
producirse rupturas en las fibras y otros elementos que los forman.
El ablandamiento de las redes de F-actina/a-actinina (Xu et al.,
2000), F-actina/gelosina (Janmey et al., 1990) y de las redes de
microtabulos (Lin et al., 2007) se han explicado en términos de la
rotura de las fibras que forman dichas redes. En este contexto, este

ablandamiento se ha entendido como una alteracién permanente de
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las redes a causa del rompimiento de las fibras (Mackintosh et al.,
2007).

Nuestros resultados muestran que después de un ciclo de carga,
donde ocurre el ablandamiento, G’ recuperan sus valores iniciales
una vez que se reduce el esfuerzo (aunque se observe algo de
histéresis). Este fendmeno de RSS se ha reportado ampliamente
para otros tipos de redes de biopolimeros, como las redes de actina
y celulosa (Chaudhuri et al., 2007; Speich et al., 2005). Para el caso
del RSS, la recuperacion del valor de moédulo de almacenamiento
indica que el ablandamiento no puede ser explicado por la rotura
estructural de la red. Es razonable pensar que exista otro mecanismo
que cause el ablandamiento inicial.

Por ejemplo, en el caso de las redes de actina, se cree que la
reversibilidad ocurre debido a que al aumentar el esfuerzo las fibras
fallan por pandeo, lo que provoca la disminucion de la rigidez de la
red. Las fibras que fallan por pandeo no colapsan por completo y
luego recuperan sus propiedades una vez que se reduce el esfuerzo,
haciendo que el proceso de ablandamiento sea reversible (Figura

4.42).
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(a 0=0 (b) {0 o Y°

Figura 4.42. Esquema que describe el mecanismo mediante el cual el
ablandamiento por esfuerzo podria ser reversible en redes. Al inicio se tiene
una red no cargada (a), luego el esfuerzo comienza a transmitirse a las fibras y
algunas de ellas pandean (lineas discontinuas), de esa forma disminuye la
rigidez de la red, finalmente cuando el esfuerzo es retirado (c) las fibras
recuperan su forma inicial y la red recupera su rigidez inicial. Adaptado de
Torres et al., 2009

El RSS observado en las muestras de D. Gigas, también podria
ocurrir debido a la deformacién reversible de las paredes de la
cavidad. Este comportamiento parece estar de acuerdo con el
mecanismo de pandeo reversible que se produce en las redes
formadas por tibulos o fibras biologicas.

El RSS también se presenta en otros sistemas biolégicos. Por
ejemplo, en las redes de celulosa bacteriana también se ha reportado
el RSS (Torres et al, 2009). Estas redes estan formadas por
nanofibras de celulosa unidas por entrecruzamientos fisicos que no
son permanentes, sino pueden ser destruidos y formados de nuevo.

Los estudios de las redes de celulosa sugirieron que el RSS podria
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ser el mecanismo que permite a las paredes de las células vegetales
expandirse y crecer, y soportar la llamada presion de turgencia que
impulsa el crecimiento de las plantas.

Por otro lado, las redes de actina también presentan el fenémeno de
RSS. Las redes de actina son de estructuras que simulan el
exoesqueleto de células animales. Las células animales, incluyendo
células humanas son conocidas por tener respuestas ante distintos
estimulos mecanicos (Banes et al., 1995; Chiquet et al., 2003; Liu et
al., 2006). Por ejemplo, la mecano-transduccion en las células es un
proceso en el que los cambios en la forma del citoesqueleto
transmiten informacién (estimulos) al nudcleo celular sobre las
condiciones del ambiente alrededor de la célula (forma, flujo,
presion, etc.) (Dalby, 2005).

El fenémeno de RSS ocurre en estas redes (DGM, celulosa y actina)
pese a que presentan diferencias estructurales. E1 DGM tiene fibras
de alrededor de 400 nm de didametro, mientras que las redes de
celulosa bacteriana estan formadas por nanofibras de alrededor de
100 nm de didmetro y las redes de actina estin formadas por
nanofibras de alrededor de 7 nm de diametro. Debido a la diferencia
en las escalas de tamafio, el RSS en redes de actina ha sido estudiado
en el pasado por medio de ensayos en un microscopio de fuerza
atébmica (AFM), mientras que un reémetro estandar se utilizo para
estudiar RSS en celulosa bacteriana y DGM.

Ademas, la naturaleza de los enlaces es diferente. Estudios llevados a
cabo sugieren la presencia de colageno entrecruzado insoluble en el

manto de los calamares (Ando et al, 1999) mientras que las
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nanofibras de actina presentan enlaces quimicos (Chaudhuri et al.,
2007; Shin et al., 2003). Por el contrario, las fibras de celulosa

bacteriana tienen enlaces fisicos.

Los resultados presentados aqui, confirman que el fenémeno de
RSS se produce en diferentes sistemas biolégicos como las redes de
actina, celulosa bacteriana y el DGM. Se necesitan mas
investigaciones para determinar las caracteristicas comunes de las

redes que muestran RSS.
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Para los tres sistemas estudiados se logré relacionar los resultados
experimentales con modelos que contribuyen a explicar el
funcionamiento de dichos materiales. Por ejemplo, para los bisos
de mejillones se encontré que la respuesta mecanica dependia
fuertemente del medio en el que esta el material. En aire, el biso
seco responde como un material elasto-plastico y los resultados
experimentales pueden ser modelados con una ley de potencia. En
cambio, en agua (destilada o de mar) los resultados experimentales
pueden ser modelados usando la ecuacion de Mooney-Rivlin,
desarrollada para elastomeros. Esto sugiere que el biso se
comporta como un elastomero y que su deformacion se debe
principalmente a mecanismos entropicos. Ello fue verificado con
los ensayos de tension a diferentes temperaturas en los que se vio
que el médulo de Young de las fibras estaba en relacion directa

con la temperatura del medio.

En el caso de la membrana de huevo hubo similitudes con los

bisos de mejillones. Incluso, de nuevo se usé la ecuacion de
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Mooney-Rivlin para modelar los resultados experimentales de una
region de la curva de esfuerzo-deformaciéon. Con ello se vio que la
respuesta mecanica dependia de mecanismos entrépicos y
entalpicos. Sin embargo se encontr6é que la contribucién entalpica
era mas importante y, a diferencia de los bisos de mejillones, el
moédulo de Young de la membrana tiene una relacion inversa con
la temperatura. Ademas se aplicé el analisis de solidos celulares de
Gibson para relacionar las propiedades mecanicas de las fibras

individuales con las propiedades mecanicas de la red.

El caso del musculo del manto del calamar gigante fue utilizado
para estudiar una red tridimensional coherente. Se encontré que
esta red también ocurre el fenémeno de ablandamiento por
esfuerzo reversible. Dicho fenémeno ocurre en varios sistemas
biolégicos y esta relacionado con las funciones que dicho sistema
debe cumplir. Por ejemplo, en las redes de celulosa, el
ablandamiento reversible podria jugar un rol importante en la

division de las células vegetales.
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