
Master in Tessile e Salute 

 1 
 

CITTA’ STUDI BIELLA 

Master in Tessile e Salute 
 

 

 

ELETTROFILATURA DI CHERATINA E POLIETILEN-

OSSIDO PER POSSIBILI USI BIOMEDICALI 

 

 

 

 

Tutor aziendale: Dott. Claudio TONIN 

Azienda: ISTITUTO CNR-ISMAC - BIELLA 

 

 

       Tesina finale di: 

Ing. Francesca DOTTI 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anno Formativo 2005-2006 

 
"Ai sensi della legge 196/2003 autorizzo il trattamento e la comunicazione e/o diffusione dei dati personali" 



Master in Tessile e Salute 

 2 
 

 
 
INTRODUZIONE 
 
 
L’interesse per il recupero e la valorizzazione di materiali naturali ottenuti dalla trasformazione di 
materie prime rinnovabili sono obiettivi prioritari dello sviluppo sostenibile. Alcuni sottoprodotti di 
scarto dell’industria tessile delle fibre naturali (lana, seta, cotone, ecc. ) sono materiali polimerici 
fibrosi non filabili a causa delle loro inadeguate proprietà fisiche. Tali polimeri naturali, la cui 
caratteristica peculiare è la biodegradabilità, possono essere recuperati e trasformati in materiali dalle 
proprietà innovative idonei per usi tessili e non (packaging, film e rivestimenti per l’agricoltura, fibre 
e/o filamenti tessili con nuove proprietà di mano o nuovi effetti di colore, sistemi di filtrazione, 
industria chimica, campo biomedicale, ecc). 
Fino a oggi è stata posta poca attenzione ai materiali a base di cheratina, una famiglia di proteine 
prodotte in certe cellule epiteliali dei vertebrati superiori, costituente principale dei capelli, dei peli, 
delle unghie e degli artigli. L’importanza del recupero e della valorizzazione di materiale cheratinoso di 
basso valore commerciale, proveniente dai sottoprodotti dell’industria laniera, da lane di scarsa qualità 
(lane nazionali di tosa o di concia) e dall’industria della carne, è legata soprattutto ad aspetti ambientali, 
a causa della difficoltà di smaltimento di tali scarti, ed economici: si è stimato, infatti, un ammontare di 
3 milioni di tonnellate all’anno di rifiuti cheratinosi.  
In particolare, la cheratina estratta dalla lana potrebbe trovare interessanti applicazioni nel settore 
biomedicale poiché, secondo quanto riportato in letteratura, membrane di cheratina rigenerata risultano 
facilmente biodegradabili in vivo e in vitro e potrebbero quindi essere utilizzate come scaffolds per le 
colture cellulari (nello specifico, per la proliferazione dei fibroblasti); inoltre è noto che i materiali 
cheratinosi possono assorbire sostanze tossiche come ioni di metalli pesanti, formaldeide e altri 
composti organici volatili, proprietà che potrebbe renderli interessanti per la filtrazione attiva delle 
acque e per la purificazione dell'aria. 
La cheratina rigenerata ha scarse proprietà meccaniche a causa del ridotto peso molecolare che ne 
determina un limitata processabilità. Miscelando la proteina con un polimero biocompatibile come il 
polietilen-ossido (PEO, 400.000 Da) è possibile migliorare la processabilità e quindi estenderne i campi 
di applicazione. 
 
Il seguente lavoro di ricerca è stato svolto presso il CNR-ISMAC sede di Biella ed ha riguardato lo 
studio di non-tessuti elettrofilati di blend di cheratina, estratta dalla lana, e polietilen-ossido per futuri 
possibili impieghi nel settore biomedicale. 
Le fasi della ricerca sono state: 

1. Estrazione della cheratina dalla lana; 
2. Preparazione di soluzioni a diversa concentrazione di cheratina e polietilen-ossido; 
3. Realizzazione, mediante elettrofilatura, di non-tessuti di nanofibre con le soluzioni preparate; 
4. Caratterizzazione di alcuni aspetti delle soluzioni e delle membrane di non-tessuto realizzate. 

Obiettivo del lavoro è stata una parziale caratterizzazione dei non-tessuti di cheratina e polietilen- 
ossido; lo studio fa parte di un progetto più complesso che porterà alla valutazione di possibili impieghi 
nel settore biomedicale di questo tipo di membrane. 
 

Prima della descrizione del lavoro svolto, sarà fatta una panoramica sull'ente di ricerca che ha dato 
disponibilità per lo stage, sui materiali e i metodi utilizzati e sull'ingegneria tissutale, che si occupa di 
scaffold per la crescita cellulare.  
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        CNR-ISMAC, Istituto per lo Studio delle Macromolecole 
      Sede di Biella  

 

 

 

�
Le attività della sede di Biella dell'Istituto per lo Studio delle Macromolecole (ISMAC) del Consiglio 
Nazionale delle Ricerche (CNR) sono orientate alla ricerca e all'innovazione nel campo dei materiali e 
dei processi tessili, allo sviluppo della normazione in campo tessile, oltre all'offerta di servizi, 
trasferimenti tecnologici e consulenze tecniche alle aziende del settore.�

 

Ricerca ·  Caratterizzazione chimico-fisico-meccanica dei materiali 
tessili: polimeri, fibre, filati, tessuti  

·  Ricerca tecnologica su processi industriali tessili  
·  Sviluppo di nuove tecniche analitiche  

Normazione ·  Realizzazione di norme tecniche tessili  
·  Partecipazione a Commissioni di lavoro di Enti di 

Normazione italiani e stranieri (UNITEX, ISO, IWTO, 
CEN)  

·  Laboratorio accreditato INTERWOOLLABS e 
riconosciuto CCMI (Cashmere & Camel Hair 
Manufacturers Institute)  

Formazione e diffusione della 
conoscenza 

·  Tesi di laurea  
·  Corsi monografici  
·  Stage di specializzazione  
·  Banche dati  
·  Documentazione bibliografica  
·  Seminari e convegni  

Servizi alle aziende 
 
 
 
 

·  Test analitici su materie prime tessili, semilavorati, 
prodotti finiti ed ausiliari tessili con rilascio di rapporti di 
prova conformi alla normativa EN 45000  

·  Consulenze tecniche  
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·  Ricerche su specifiche tematiche proposte dalle aziende  

Servizi per la Pubblica 
Amministrazione 

·  Capitolati Tecnici per forniture tessili destinate a 
Pubblica Amministrazione, Corpi Civili e Militari dello 
Stato: Esercito, Corpo Forestale, Polizia, ecc.;  

·  Metodologie analitiche per soddisfare particolari 
esigenze;  

·  Schede tecniche di prodotti tessili.  

 
 
Storia 
 
 
Centro ricerche "O.  Rivetti''(1969) 
 
La presenza del CNR nell'area biellese, risale al 1969, quando, con l'Associazione "Oreste Rivetti", fu 
stipulata una convenzione per dar vita al Centro Ricerche e Sperimentazione Laniera "O. Rivetti"  
con la finalità di promuovere ricerche nell'ambito tessile laniero e contemporaneamente di potenziare i 
servizi verso le aziende.  
 
 
Istituto "O. Rivetti"  (1982)  
 
Considerata la grande importanza che riveste l'industria italiana del tessile-abbigliamento, riconosciuta 
la validità dell'iniziativa, il Centro fu trasformato nell'Istituto di Ricerca Laniera "O. Rivetti"  con 
decreto del Presidente del CNR n°7585 del 8 novembre 1982.  
Poiché a livello universitario non esistevano specializzazioni nel campo tessile, l'Istituto divenne punto 
di riferimento di tutte le iniziative di ricerca in questo settore.  
I filoni storici di ricerca riguardano le proprietà e le caratteristiche chimico-fisiche dei materiali tessili, 
le tecnologie di processi industriali, lo sviluppo di nuove metodologie analitiche di laboratorio, 
l’ambiente di lavoro. La notevole esperienza maturata ha permesso all'Istituto di essere parte attività nei 
Progetti Strategici e Finalizzati del CNR e nei Programmi finanziati dalla Comunità Europea e di 
sviluppare autonomamente progetti di ricerca sia con attività ordinaria che con contratti con enti 
internazionali. Tesi di laurea e corsi su specifiche tematiche per personale dell'industria e della pubblica 
amministrazione sono le principali attività nel settore della formazione.  
Aspetto importante, legato all'attività statutaria del CNR è quello normativo che si sviluppa con la 
partecipazione alle Commissioni di lavoro di Enti di Normazione nazionali ed internazionali (UNITEX, 
ISO, IWTO, CEN) e con la realizzazione di norme tecniche: in questo campo l'Istituto fa parte, 
detenendone il marchio, dell'organismo internazionale INTERWOOLLABS ed è punto di riferimento 
mondiale per tutte le tematiche inerenti le fibre animali speciali. 
  
 
ISMAC, sezione di Biella (2002) 
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A seguito della riforma del CNR con provvedimento ordinamentale del Presidente CNR n. 015648 del 
13 settembre 2000 l’Istituto "O. Rivetti" è stato accorpato all’Istituto di Chimica delle Macromolecole 
di Milano ed all’Istituto di Studi Chimico-fisici di Macromolecole Sintetiche e Naturali di Genova. 
Tale accorpamento ha dato origine all’Istituto per lo Studio delle Macromolecole, operativo dal 1° 
gennaio 2002, con sede a Milano e con due sezioni a Biella e Genova. 
 
 
CNR, Gestione per commesse (2005) 
 
A seguito della riforma del CNR del 2005 sono state abolite le sezioni degli istituti e si è passati ad una 
gestione delle attività per commesse. Le attività della sede di Biella sono state inserite nella commessa 
SP-P01-ISMAC-C3-M001 "Materiali tessili, tecnofibre e processi industriali per la filiera tessile".  
Per tradizione, cultura e sue stesse radici, l'Istituto è sempre stato molto legato al mondo industriale 
tessile italiano interpretandone necessità e problemi: ed è in quest'ottica, quindi, lo sviluppo ed il 
potenziamento di servizi che spaziano dall'attività analitica, alla consulenza per finire allo sviluppo di 
ricerche su tematiche direttamente proposte dalle aziende. 
 
 
Risorse umane 
 

Anno Ricercatori 
Tecnologi 

Tecnici Amministrativi Assegnisti 
di ricerca 

Dottorandi Borsisti  
esterni 

Laureandi Totale 

2003 4 6 1 6 - 1 2 20 

2004 4 6 1 7 - - 4 22 

2005 4 6 1 6 1 4 3 25 

 
 
Risorse finanziarie 
 

Anno Fondi ordinari Costi del personale Risorse esterne Fattore d’amplificazione (*) 

2003 145.136 514.000 384.161 1,58 

2004 133.742 514.000 555.000 1,86 

2005 
(previsione) 

165.000 514.000 591.000 1,87 

2005 
(al 20/10) 

111.996 514.000 605.444 1,97 
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LA LANA  
 
 
La lana sucida contiene dal 25 al 75% di impurità, costituite essenzialmente da grasso di lana (miscela 
di lipidi complessi, non polari, generati dalle ghiandole sebacee), prodotti di traspirazione (suint: sali di 
potassio, acidi grassi, solfati, fosfati e composti azotati), sporco e materiali vegetali (lappole e semi). 
La lana appartiene al gruppo di proteine dette cheratine, caratterizzate da un elevato contenuto di 
residui di cistina (e quindi di zolfo), le quali possono essere classificate come dure o morbide secondo 
le loro proprietà tattili; nelle cheratine dure (lana) è presente circa il 3% in più di zolfo rispetto alle 
cheratine morbide (pelle). 
La lana contiene solo l’82% di proteine cheratiniche; il resto è composto da proteine non cheratiniche 
(circa il 17%), definite tali a causa del basso contenuto di cistina, e da materiali non proteici (circa 
l’1%), come lipidi cerosi e polisaccaridi. 
Le proteine sono polimeri naturali di peso molecolare relativamente alto, nei quali l’unità di base è 
costituita dagli a-amminoacidi:  
 

R—CH—COOH 
                                                                          | 
                                                            NH2  
 
dove R può essere un gruppo alifatico o aromatico. 
Due molecole di amminoacido possono condensare per formare un dipeptide: 
 

NH2CHRCOOH + NH2CHRCOOH  ®  NH2CHRCONHCHRCOOH + H2O 
 
La condensazione di diverse molecole dello stesso o di diversi amminoacidi produce un polimero 
lineare: 
 

NH2CHRCOOH + n[NH2CHRCOOH] ®   
                                          NH2CHRCO[NHCHRCO]n  -1 NHCHRCOOH + nH2O 
 
L’unità strutturale ripetitiva così generata è quella di un'ammide e, nel caso delle proteine, prende il 
nome di gruppo peptidico; i componenti contenenti successioni di questo gruppo sono detti polipeptidi. 
La replica di questo legame tra amminoacidi diversi forma una macromolecola a filamento che 
costituisce la cheratina della lana. 
 

—[NH —CH—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO]n — 
|                            |                           | 
R                          R                         R 

 
Per valutare il contenuto e il tipo di amminoacidi contenuti nella lana si effettua un'idrolisi completa. 
Quest'operazione produce una miscela di 18 amminoacidi la cui tipica composizione percentuale è 
riportata in tabella 1: 
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Amminoacido Abbreviazione Contenuto (moli %) 
Glicina 
Alanina 

Fenilalanina 
Valina 
Leucina 

Isoleuvina 
Serina 

Treonina 
Tirosina 

Acido aspartico 
Acido glutammico 

Istidina 
Arginina 
Lisina 

Metionina 
Cistina 

Triptofano 
Prolina 

Gly 
Ala 
Phe 
Val 
Leu 
Ile 
Ser 
Thr 
Tyr 
Asp 
Glu 
His 
Arg 
Lys 
Met 
Cys 
Trp 
Pro 

8.6 
5.3 
2.9 
5.5 
7.7 
3.1 
10.3 
6.5 
4.0 
6.4 
11.9 
0.8 
6.9 
3.1 
0.5 
10.5 
0.5 
5.9 

Tabella 1: Composizione amminoacidica della lana. 
 
 
Legami chimici intra ed inter-catena 
 
Legame disolfuro. 
Oltre al legame peptidico, l’unico altro legame covalente presente fra gli amminoacidi è il legame 
disolfuro che collega due unità di cisteina: 
 
 

                       O                                                                               O 
                        ||                                                                                || 
         -NH-CH-C-                                                                 -N-CH-C- 
                  |                                                                            |   |                    
                 CH2SH                     OSSIDAZIONE                                   H  CH2 —S  
                     +                                                                                      |    Legame disolfuro 
                 CH2SH                      RIDUZIONE                                           CH2 —S 
                                                                                  
                 O                                                                   H        O 
                   ||                                                               |         || 
        -NH-CH-C-                                                                -N-CH-C- 
 



Master in Tessile e Salute 

 9 
 

Se le due unità si trovano in zone diverse della stessa catena peptidica, si avrà la formazione di un’ansa 
o di un ampio anello nella catena stessa. Se le due unità si trovano in catene diverse, il legame disolfuro 
le legherà insieme. 
 
 
Legame ionico. 
I gruppi carbossilici ed amminici presenti in quantità circa uguale nelle catene laterali delle proteine 
della lana, sono i responsabili delle caratteristiche anfotere della fibra e della sua reattività nei confronti 
sia delle basi sia degli acidi. A bassi valori di pH è attiva la forma ammonio sostituito; ad alti valori di 
pH è attiva la forma di ione carbossilato sostituito: 
 
                                           H+                                                              OH- 
        H3N

+-lana-COOH                 H3N
+-lana-COO-                  H2N-lana-COO- 

                                          OH-                                          H+                    
              pH acido                                       pH neutro                                     pH basico 
 
A pH 4.9, la lana si trova allo stato isoelettrico, cioè i suoi gruppi sono ionizzati alla stessa maniera e la 
carica netta esistente sulla fibra è nulla; in questa condizione, la lana presenta la minima reattività e, 
quindi, la massima stabilità. 
I legami salini aumentano le proprietà della fibra asciutta, mentre sono indeboliti con l’assorbimento 
dell'acqua. 
 
Legame idrogeno. 
Nelle catene peptidiche è possibile avere legami idrogeno tra il gruppo carbonilico e il gruppo N-H del 
tipo C=O……….H-N. La catena può avvolgersi in modo tale che il gruppo N-H di un legame peptidico si 
leghi con un gruppo carbonilico di un altro legame peptidico della stessa catena, portando così ad un 
irrigidimento a spirale di tutta la catena. 
Un’altra possibilità è che i gruppi carbonilici e i gruppi N-H presenti su due polipeptidi diversi si 
leghino unendo le due catene. Anche se un singolo legame idrogeno è debole, l’opportunità per la lana 
di formarne molti è di fondamentale importanza per la sua struttura. 
 
Legame idrofobico. 
Le interazioni idrofobiche possono avvenire tra gruppi non polari (es.: Ala, Phe, Val, Leu, Ile); 
s'instaurano a causa dell’avvicinamento delle catene laterali non polari attraverso l’esclusione delle 
molecole d’acqua associate. A questo tipo di legame viene attribuita la resistenza meccanica della 
cheratina, in particolare ad umido. 
 
L’instaurarsi dei legami precedentemente descritti porta la stessa catena proteica ad assumere 
particolari conformazioni supermolecolari come strutture ordinate ad a-elica (Figura 1) e � -foglietto 
(Figura 2) o strutture disordinate dette random-coil (Figura 3). 
 
le sue caratteristiche principali sono: 
 

·  La catena polipeptidica è avvolta a spirale su se stessa in senso antiorario, ciò conferisce alla 
proteina in cui è presente un’elevata elasticità e flessibilità. 

 

·  L’angolo di legame formato tra un amminoacido e il successivo, in seguito alle caratteristiche del 
legame peptidico, è di 100°. 
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·  Per formare un angolo giro (360°) dell’elica occorrono teoricamente 3.6 amminoacidi; nella maggior 
parte delle strutture ad a-elica, la distanza fra due piani successivi, misurata dall’asse centrale, è di 
0.54 nm. I residui R dei vari amminoacidi sporgono tutti al di fuori della struttura a spirale e 
interagiscono tra loro secondo le caratteristiche chimiche e fisiche. 

·  La conformazione ad a-elica è quella privilegiata tra le molte possibili grazie al suo basso contenuto 
energetico e quindi alla sua elevata stabilità. La stabilizzazione dell’a-elica è da imputare alla 
possibilità di formare legami idrogeno intramolecolari. 

 

·  Le catene ad a-elica sono allungabili e molto flessibili. La spirale può, in alcune condizioni, essere 
srotolata rompendo i legami idrogeno che la caratterizzano; riportando le condizioni alla normalità, 
le molecole riprendono spontaneamente la loro struttura iniziale ad a-elica. 

 

·  Insolubilità in acqua grazie ai residui idrofobici. 
 

·  Possibilità di aggregazione delle a-elica attraverso i legami disolfuro tra le Cys; in questo modo le 
singole catene si avvolgono una sull’altra formando strutture più resistenti. 

 
 
 

                                                                   
Figura 1: Struttura ad a-elica.       Figura 2: Struttura a � -foglietto.      Figura 3: Struttura random coil.     

 
 
 

Struttura morfologica 
 
Le fibre cheratiniche sono eterogenee non solo dal punto di vista chimico ma anche da quello fisico. 
La struttura della lana fine è caratterizzata da due distinti aggregati cellulari: 
 

- La cuticola composta di cellule lisce e piatte, dette cellule cuticolari, che giacciono sovrapposte le 
une sulle altre con l’estremità libera in direzione della punta della fibra e sono costituite da cheratine a 
più alto contenuto di zolfo che assumono una conformazione amorfa e a � -foglietto. 
 

- Il cortex, nella parte più interna, costituito da cellule allungate, disposte parallelamente all’asse della 
fibra, dette cellule corticali, formate a loro volta da filamenti intermedi, cheratine a più basso contenuto 
di zolfo ad a-elica, circondati da una matrice amorfa ad alto contenuto di zolfo. 
 

Queste due zone sono unite tra loro dal cosiddetto Cell Membrane Complex (CMC) o cemento 
cellulare, composto di proteine non cheratiniche ad alto contenuto di glicina e tirosina. 
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Figura 4: Composizione morfologica di una fibra di lana fine. 

 
 

 
 
 

Figura 5: Fibra di lana al microscopio elettronico. 
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Agenti Reazioni 
 

Calore 
 

 
Non fonde; ingiallisce per permanenza a T>100° C; 
decompone a T>130° con sviluppo di ammoniaca e acido solfidrico. 
 

 
Fiamma 

 

 
Brucia con difficoltà, la combustione non si autoalimenta in aria (LOI=25%). 

 
Acqua 

 

 
Idrofila (Ripresa 17-18.25%); 
l’idratazione sviluppa 127 cal/g H2O Kg fibra. 

 
 

Acidi 

 
Resiste agli acidi minerali diluiti a freddo e a caldo (protonizzano i gruppi 
amminici); gli acidi concentrati a freddo provocano irruvidimento, a caldo 
degradano la fibra (idrolisi del legame amminico). Resiste agli acidi organici. 
Con acido nitrico dà reazione xantoproteica (tirosina 5% e triptofano 1%). 
 

 
Basi 

 

 
Solubile negli alcali caustici a caldo, anche diluiti (attacco del legame cistinico).  

 
Solventi 

 

 
Resiste ai comuni solventi organici usati per lavaggio a secco. 

 
Ossidanti 

 

 
Cloro, bromo, ipocloriti attaccano la cuticola e provocano ingiallimento. 
Il candeggio viene effettuato con acqua ossigenata. 
 

 
Riducenti 

 

 
Resiste ai riducenti ma è attaccata dai solfiti in ambiente acido (solfitolisi del 
legame cistinico). 
 

 
Tintura 

 

 
Buona tangibilità con molte classi di coloranti (acidi, reattivi, premetallizzati, …). 

 
Irraggiamento 

solare 
 

 
Fotodegradazione del legame cistinico (scissione radicalica). 

 

 Tabella 2: Reazioni della lana a contatto con agenti chimici e fisici. 
 
 
 
 
 
 
 



Master in Tessile e Salute 

 13 
 

L’ELETTROFILATURA  
 
 
Il diametro delle fibre è una delle caratteristiche che condiziona maggiormente le prestazioni dei 
manufatti tessili, non solo dal punto di vista estetico ma anche da quello meccanico. Quando questo 
viene ridotto dalla scala del micron (10-6m) a quella del nano (10-9m) compaiono proprietà interessanti 
quali: un maggior rapporto tra area superficiale e volume (fino a mille volte superiore a quello delle 
microfibre) e proprietà meccaniche e strutturali superiori (maggiore rigidità e forza tensile). Il 
miglioramento di questi aspetti rende le nanofibre polimeri ideali per impieghi innovativi. 
I processi convenzionali di filatura chimica prevedono un'estrusione meccanica della fibra, la quale può 
raggiungere un diametro minimo di qualche micron. Negli ultimi anni sono state provate diverse 
tecniche per la produzione di polimeri fibrosi ultrafini, ma, ad oggi, l’elettrofilatura è l’unica tecnica in 
grado di produrre nanofibre singole e filamenti continui abbattendo di alcuni ordini di grandezza i 
limiti di diametro raggiungibili con i metodi di filatura meccanica. 
 
 
Il processo di elettrofilatura 
 
L’idea di adoperare un campo elettrico per produrre fibre molto sottili nasce intorno al 1930, ma è solo 
negli ultimi venti anni che questa tecnica è stata rivalutata probabilmente a causa del crescente 
interesse verso le nanotecnologie. 
Oltre alle ridotte dimensioni, le fibre elettrofilate presentano il vantaggio di essere cariche 
elettrostaticamente ed inoltre questa tecnica permette di inserire nelle fibre un elevato grado di porosità, 
controllando le dimensioni dei pori. I componenti che costituiscono il sistema per elettrofilare sono tre: 
una siringa con capillare di diametro intorno al millimetro, nella quale è contenuto il fluido polimerico 
sottoforma di soluzione o fuso, il generatore di tensione ad alto voltaggio (10KV-40KV in DC) ed il 
collettore metallico posto a massa (v. figura 6). 
Il generatore, tramite un elettrodo posizionato all’interno della siringa, carica elettrostaticamente il 
fluido che viene emesso dal capillare verso il collettore. Durante questo tragitto avviene l’evaporazione 
del solvente, nel caso si adoperi una soluzione, o la solidificazione del fuso. Il getto viene infine 
raccolto sul collettore sotto forma di non tessuto elettrostaticamente carico.  
Per comprendere il meccanismo di passaggio da una soluzione fluida estrusa da un capillare di qualche 
millimetro, ad una fibra con diametro quattro o cinque ordini di grandezza inferiore è necessario 
analizzare la fisica del processo di elettrofilatura. Secondo gli studi di Taylor (1960) un fluido può 
essere estratto da un capillare tramite forze elettrostatiche. La differenza di potenziale impartita genera 
una forza che si oppone alla tensione superficiale, che tende a trattenere il fluido all’interno del 
capillare. All’aumentare dell’intensità del campo, la superficie emisferica del fluido alla punta del 
capillare si allunga a formare un cono conosciuto con il nome di “cono di Taylor”. Per un valore critico 
di campo, le forze elettrostatiche superano la tensione superficiale ed il fluido carico viene emesso a 
partire dall’apice di tale cono. In questa prima fase, il fluido si muove in linea retta rispetto all’asse ed 
il diametro è circa uguale a quello del capillare dal quale è stato emesso. 
A questo punto il getto subisce un processo di instabilità che conduce all’assottigliamento dello stesso. 
Tra i diversi tipi di instabilità che possono instaurarsi, la più importante è la così detta “whipping 
instability” (instabilità a frustata) la quale impartisce al getto un moto complesso, in cui la direzione 
dell’asse è molto variabile.  
Numerosi studi hanno stabilito che la formazione di nanofibre si ha per valori di campo elettrico e 
flusso tali per cui si ha l’eccitazione di tale instabilità. L’instabilità whipping causa il piegamento del 
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getto ad altissima frequenza, questo ne aumenta il cammino e quindi il rapporto di stiro mantenendo 
costante la distanza emettitore-collettore. 
La causa dell’instaurarsi di questo tipo di instabilità è da ricondursi alla mutua repulsione della carica 
superficiale presente nel getto che provoca il piegamento dell’asse. 
La deposizione di fibre elettrofilate è essenzialmente sotto forma di non-tessuto, a causa del moto 
caotico del getto sottoposto ad instabilità whipping. Questo rende tali fibre utili per un numero limitato 
di applicazioni (filtri, membrane, tessuti medicali, ecc.); solo riuscendo ad ottenere fibre singole e 
continue con fasci uniassiali queste potranno essere introdotte nei tradizionali cicli di produzione, 
con il conseguente ampliamento delle applicazioni, ed inoltre si potrà procedere ad una 
caratterizzazione meccanica più sistematica e completa della nanofibra. 
 

 
 

Figura 6: Sistema per l'elettrofilatura. 
 
 
Materiali Elettrofilabili 
 
L’elettrofilatura è un sistema di filatura chimica applicabile ai materiali polimerici che possono essere 
ricondotti allo stato di fluido viscoso. 
Esistono due metodi per ottenere i polimeri allo stato fluido: la fusione e la dissoluzione in un solvente. 
Il processo di elettrofilatura da massa fusa è applicabile solo ai polimeri termoplastici (polietilene, 
polipropilene, poliestere, ecc), per i quali la temperatura di fusione è decisamente inferiore alla 
temperatura di degradazione, mentre l’elettrofilatura di soluzioni polimeriche può essere applicata a 
tutti quei polimeri che si sciolgono in solventi preferibilmente volatili. 
Secondo i dati di letteratura, più di 50 diversi polimeri sono stati trasformati in filamenti di dimensioni 
nanometriche tramite elettrofilatura. 
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I parametri del fluido polimerico (fuso o soluzione) che influenzano maggiormente sia il processo di 
elettrofilatura, sia le proprietà delle nanofibre sono essenzialmente la viscosità, la tensione superficiale 
e la densità di carica. 
La viscosità dipende dalle interazioni che si stabiliscono tra il polimero ed il solvente, dal peso 
molecolare del polimero e dalla sua concentrazione (in particolare, aumenta all’aumentare della 
concentrazione del polimero). La tensione superficiale è un parametro legato essenzialmente al tipo di 
sistema solvente. 
Viscosità e tensione superficiale sono forze tra loro in competizione che giocano un ruolo importante 
nel determinare il range di concentrazione che deve avere la soluzione per essere elettrofilabile. 
In particolare, la tensione superficiale tende a minimizzare l’area superficiale per unità di massa 
imponendo al getto una forma sferica, mentre le forze viscoelastiche si oppongono a qualsiasi 
cambiamento di forma del getto. 
Il range di concentrazione per cui una soluzione è elettrofilabile varia nei diversi sistemi polimero-
solvente; ad esempio soluzioni acquose di polietilen-ossido (PEO) si possono elettrofilare solo 
nell’intervallo di concentrazione compreso tra il 4 e il 10% in peso che si riflette in valori di viscosità 
tra 1 e 20 Poise, mentre soluzioni di acetato di cellulosa in acetone e dimetilacetamide sono 
elettrofilabili solo per valori di concentrazione di polimero comprese tra 12,5% e 20% in peso 
corrispondente ad un range di viscosità pari a 1,2 e 10,2 Poise. 
La viscosità della soluzione è un parametro che determina il diametro medio delle fibre. 
 
 
Applicazioni 
 
L’enorme interesse nella produzione di nanofibre è legato all’elevato numero di possibili applicazioni 
che hanno questi materiali. Infatti date le ridotte dimensioni e la loro porosità, possono essere utilizzate 
in campo biomedico per la fabbricazione di membrane per la pelle, di protesi vascolari o di supporti 
biocompatibiliti per la proliferazione di cellule. L’elevato rapporto superficie volume può essere 
sfruttato per migliorare i sistemi di trasporto e rilascio dei farmaci. 
Le nanofibre trovano importanti applicazioni anche nel settore dei nanocompositi, impartendo migliori 
ed innovative proprietà strutturali, meccaniche ed ottiche rispetto alle microfibre dello stesso materiale. 
Infine, nanofibre elettrostaticamente cariche e dall’elevato rapporto superficie volume migliorano 
l’efficienza di filtrazione. E’ stato osservato che filtri formati da nanofilamenti intrecciati sono in grado 
di intrappolare particelle minori di 0,5 mm; non solo, ma caricando elettrostaticamente il polimero 
usato per fabbricare il filtro, è possibile migliorare l’attrazione elettrostatica di particelle senza 
aumentare la caduta di pressione. 
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IL POLIETILEN-OSSIDO 
 
 
Il polietilen-ossido è un polimero sintetico non biodegradabile, in grado di formare cristalli.  

 

(-C2H4O-)n 
 
La scelta di utilizzare il polietilen-ossido come polimero di supporto per migliorare le proprietà 
meccaniche della cheratina rigenerata è stata dettata da quattro motivi principali: 
 

1. facilmente solubile in acqua a temperatura ambiente e spesso usato come modello ideale di 
polimero per il processo di elettrofilatura; 

 
2. utilizzato nel settore biomedicale per la produzione di protesi vascolari, grazie alla buona 

biocompatibilità e alla scarsa tossicità; 
 

3. studio sulla compatibilità con la cheratina presente in letteratura (''Thermal and structural 
characterization of poly(ethylene-oxide)/keratin blend film'': C.Tonin, A.Aluigi, C.Vineis, 
A.Varesano, A.Montarsolo, F.Ferrero); 

 
4. già impiegato con successo per migliorare l’elettrofilabilità di altri materiali proteici come 

fibroina e collagene. 
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INGEGNERIA TISSUTALE  
 
 
Nonostante i recenti progressi tecnologici ottenuti negli ultimi anni nel settore medico e biomedico, 
migliaia di persone muoiono ogni anno in attesa di un trapianto a causa della mancanza di organi o di 
loro efficienti sostituti. Per questo motivo i medici hanno tentato di rimpiazzare la funzione di organi 
malfunzionanti o gravemente danneggiati mediante sostituenti ex vivo (dialisi) o in vivo attraverso 
l’impianto di sostituti sintetici. Purtroppo tutte queste soluzioni sono solo temporanee e non permettono 
al paziente sottopostovi di riprendere completamente le normali attività. Altri seri problemi legati a 
queste procedure sono le infezioni ed i rigetti che possono conseguire.  
L’emergente campo dell’ingegneria tissutale potrebbe aiutare a risolvere molti di questi problemi.  
L’espressione “ingegneria tissutale” è la traduzione italiana dell’espressione “tissue engineering” 
coniata ufficialmente nel 1988 dal National Science Foundation a Lake Tahoe per definire un campo 
multidisciplinare che si avvale dei principi della scienza della vita e dell’ingegneria per realizzare 
sostituti biologici contenenti cellule viventi e funzionali per la rigenerazione, il mantenimento o il 
miglioramento delle prestazioni dei tessuti .  
L’ingegneria tissutale si occupa della progettazione e della realizzazione di organi e protesi dal punto di 
vista dell’interazione materiale sintetico / sito biologico con lo scopo di realizzare la rigenerazione del 
tessuto originario in modo che il supporto bioartificiale si degradi in tempi rapidi, venendo sostituito 
con un tessuto del tutto simile a quello originale. 
Le strutture realizzate per l’ingegneria tissutale sono costituite da due elementi fondamentali:  

1. componente cellulare necessaria per la generazione della matrice extracellulare e del 
mantenimento a lungo termine della stessa;  

2.  componente artificiale costituita dal supporto polimerico (scaffold) per la componente cellulare. 
Lo scaffold favorisce l’organizzazione tridimensionale delle cellule fino alla completa 
formazione del tessuto; parametro caratteristico di questa componente è la velocità di 
degradazione che deve essere paragonabile alla velocità di sintesi cellulare.  

 
Il processo di assemblaggio di una struttura, costituita dalle due componenti suddette, comincia con 
l’identificazione del tipo di cellule più adatto per l’ottenimento del tessuto voluto e con l’isolamento di 
queste cellule da un tessuto nativo. Il secondo step consiste nella crescita cellulare la quale è fortemente 
influenzata dalla tipologia delle cellule; in questo processo è importante assicurarsi che la popolazione 
cellulare in fase di espansione mantenga la sua funzione fenotipica. Il fenotipo cellulare può essere 
regolato dallo scaffold su cui le cellule sono state seminate, ma comunque la tipologia del supporto 
influenza in maniera determinante la formazione del tessuto prodotto dalle cellule impiantate.  
Le tecniche utilizzate nell’ingegneria tissutale seguono due vie differenti:  
 

a) in vitro: la progettazione e la crescita dei tessuti avviene al di fuori del corpo e solo in un 
secondo momento si passa all’impianto dei tessuti artificiali sui tessuti danneggiati; tipico 
esempio è l’uso di pelle “coltivata” per il trattamento di pazienti affetti da gravi ustioni o da 
ulcere diabetiche;  

 
b) in vivo: tecnica che consiste nell’isolamento delle cellule dall’ambiente biologico naturale, nella 

semina di queste su scaffold e infine nell’impianto di questo sistema nel corpo del paziente. 
Durante la produzione della matrice extracellulare da parte delle cellule, lo scaffold tende a 
biodegradarsi e a farsi sostituire dal tessuto biologico rigenerato.  
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Scaffold  
 
Per scaffold si intende un supporto poroso tridimensionale realizzato in un materiale biocompatibile e 
bioerodibile sul quale far avvenire l’adesione iniziale delle cellule e la successiva ricrescita fino a 
formazione del tessuto e in maniera tale che esso si biodegradi a velocità simile a quella di ricrescita.  
Nel corso di vari studi sono stati individuati numerosi materiali che hanno permesso di definire le 
principali caratteristiche dei suddetti supporti; tali caratteristiche sono:  
 

·  porosità elevata e tridimensionale con la presenza di una rete di interconnessione dei pori in modo 
da consentire la crescita cellulare, il trasporto delle sostanze nutrienti e l’eliminazione delle 
sostanze di scarto;  

 

·  biocompatibilità elevata in modo da non generare alcuna forma di rigetto da parte delle cellule 
ospiti;  

 

·  biodegradabilità controllata;  
 

·  bioriassorbibilità con un grado di riassorbimento tale da consentire la crescita cellulare in vitro e/o 
in vivo;  

 

·  superficie chimicamente adatta all’adesione, alla proliferazione e alla differenziazione delle cellule;  
 

·  proprietà meccaniche simili a quelle dei tessuti che si devono riprodurre sullo scaffold;  
 

·  riproducibilità, in modo semplice, in diverse forme e dimensioni. 
 
I materiali fino ad oggi studiati sperimentalmente per l’applicazione come scaffold per l’ingegneria 
tissutale si possono raggruppare in quattro categorie:  

1. materiali organici sintetici (poliesteri alifatici, polietilenglicole);  
2. materiali inorganici sintetici (idrossiapatite, gesso, fosfato di calcio, vetro ceramico);  
3. materiali organici di origine naturale (collagene, fibroina, acido ialuronico, chitosano, gelatina);  
4. materiali inorganici di origine naturale (idrossiapatite corallina).  

 
Allo scopo di individuare quali biomateriali siano effettivamente utilizzabili nel settore dell’ingegneria 
tissutale, è necessario effettuare una opportuna caratterizzazione, analoga a quella che si effettua su un 
qualunque materiale. Per far ciò si sottopone il materiale a delle specifiche sollecitazioni esterne e si 
misura la conseguente variazione di opportune grandezze.  
In genere le proprietà principali dei materiali che vanno ad essere indagate sono quelle chimiche, 
meccaniche, termiche, elettriche, ottiche ed altre proprietà secondarie.  
Le cellule per riprodursi hanno bisogno di un ambiente adatto, per questo quando vengono seminate su 
uno scaffold polimerico è necessario che tale substrato abbia le necessarie caratteristiche di buona 
biocompatibilità, bassa citotossicità e buona biodegradabilità. Inoltre, affinché la crescita cellulare sia 
regolare, è necessario che ci sia similitudine tra le proprietà meccaniche dei tessuti da rigenerare e 
quelle dello scaffold su cui tali cellule sono  seminate.
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MATERIALI, METODI E RISULTATI  
 
 
Estrazione e preparazione di soluzioni acquose di cheratina 
 
Per estrarre la cheratina dalla lana è necessario rompere i legami a ponte di zolfo S-S tramite riduzione 
con tioli (acido tioglicolico, ditiotreitolo o 2-mercaptoetanolo), ossidazione con acido peracetico e 
acido performico o per solfitolisi, reazione che si ottiene con ioni solfito, bisolfito o m-bisolfito. Tutti 
questi agenti devono essere usati in coppia con un denaturante proteico, come l'urea, in grado di 
spezzare i legami a ponte di idrogeno. Dal momento che la maggior parte degli agenti riducenti e 
ossidanti risulta nociva, l'estrazione della cheratina è stata ottenuta per solfitolisi, reazione secondo la 
quale i legami S-S dei residui di cistina vengono scissi in residui di cisteina e residui cistein-S-solfonati 
(sali di Bunte), anche se con questo metodo le rese di estrazione risultano più basse: 
 

WSSW + SO3
2- �  WS- + WSSO3

- 
 

WSSW: ponti di zolfo 
WS-: residui di cisteina 
WSSO3

-: residui cistein-S-solfonati 
 
Le fibre di lana, prima di tutto, sono state sottoposte a pulitura mediante estrazione al Soxhlet con etere 
di petrolio al fine di rimuovere le impurità, in particolare il grasso di lana, poi lavate con acqua 
distillata e condizionate a 20°C e al 65% u.r. per 24 ore. 
L'estrazione della cheratina è stata effettuata immergendo 3 g di fibre di lana pulita e condizionata, 
opportunamente tagliate in piccoli frammenti, in 100 ml di soluzione acquosa contenente m-bisolfito 
0.5 M, urea 8 M e sodio-dodecil-solfato (SDS), il tutto portato a pH 6.5 con NaOH 5 M. 
L'aggiunta di SDS alla soluzione di estrazione, in rapporto 0.6 con la lana, risulta necessario per 
stabilizzare la soluzione acquosa di cheratina, poiché il tensioattivo, solvatando le catene proteiche, 
impedisce il processo di flocculazione, ossia l'aggregazione delle proteine. 
La soluzione è stata mantenuta a 65°C, sotto agitazione, al Linitest per un tempo di 120 minuti; queste 
condizioni, da studi precedentemente effettuati, garantiscono una buona resa di estrazione e una non 
elevata degradazione delle proteine. 
La miscela ottenuta è stata filtrata con un colino di acciaio da 50 mesh per eliminare eventuali parti 
grossolane di lana ancora presenti. 
La frazione filtrata è stata dializzata con tubi di cellulosa (cut-off 12000-14000 Da) contro acqua 
distillata per tre giorni, cambiando l'acqua di dialisi tre volte al giorno. Dopo la dialisi, i residui di fibre 
ancora strutturate sono stati rimossi mediante centrifugazione a 12000 rpm per 15 minuti, usando filtri 
per centrifuga Millipore da 5 � m. 
La concentrazione della soluzione acquosa così ottenuta è stata misurata con il metodo Bronsted 
(dosaggio proteico, v. pagina 20) usando BSA (siero-albumina bovina) come standard. 
La soluzione iniziale è stata poi concentrata con il Rotavapor (Buchi Rotavapor R-205) e nuovamente 
sottoposta a dosaggio proteico per valutarne la concentrazione finale. 
La distribuzione dei pesi molecolari della cheratina estratta rispetto ad una lana di riferimento è stata 
caratterizzata mediante elettroforesi SDS-PAGE (v. pagina 21). 
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Preparazione ed elettrofilatura di soluzioni di cheratina e polietilen-ossido 
 
Soluzioni acquose di polietilen-ossido e cheratina in rapporto 30/70 (w/w) a diverse concentrazione in 
peso dei due polimeri (5% e 7%) sono state preparate aggiungendo PEO (Mw = 4 x 105 g mol-1, Sigma-
Aldrich) direttamente nelle soluzioni acquose di cheratina e facendolo disciogliere a temperatura 
ambiente per circa 12 ore. 
 
 

PEO/Cheratina (w/w) Concentrazione % soluzione  
30/70 5% 
30/70 7% 

 
 

Circa 5 ml delle soluzioni preparate di PEO/Cheratina sono state messe in una siringa unita ad un 
capillare con un ago metallico (diametro 0.2 mm), collegato elettricamente al generatore di alta 
tensione (HVA30 B2 Electronic). Una pompa volumetrica (KDS200 KD Scientific) assicura una 
portata costante di 0.01 ml/min attraverso il capillare. La distanza di lavoro tra i due elettrodi (ago 
metallico e il collettore, disco metallico di 55 mm di diametro) è stata mantenuta costante a 200 mm, 
intervallo che assicura la completa evaporazione del solvente. 
I diversi non-tessuti sono stati preparati variando la tensione applicata: 
 
 

N° prova Concentrazione % soluzione Tensione (kV) 
1 20 
2 25 
3 27 
4 

 
5% 

 
30 

5 20 
6 25 
7 

 
7% 

 25 
 
 
Nelle prove effettuate con la seconda soluzione (7%) la tensione massima applicata è stata limitata a 25 
kV per eliminare il pericolo di scariche elettriche all'interno della siringa che potrebbero determinare la 
perdita della soluzione. Tutte le prove sono state realizzate posizionando sul disco collettore un foglio 
di carta stagnola per poter rimuovere facilmente il non-tessuto dal disco; solo nell'ultima prova la 
soluzione è stata elettrofilata direttamente sul collettore e il film di non-tessuto è stato successivamente 
staccato con l'ausilio di pinzette metalliche, per effettuare prove di crescita cellulare (Università di 
Pisa).  
Il tempo di deposizione è stato per tutte le prove di circa 10 minuti tranne che per l'ultima prova dove è 
stato prolungato a 30 minuti per ottenere un film di consistenza tale da poterlo staccare.  
La caratterizzazione morfologica dei non-tessuti delle prime sei prove è stata effettuata con il 
microscopio elettronico a scansione (135VP SEM Leica Electron Optics). I diametri delle nanofibre 
sono stati misurati usando il software Opera Plus 6.12; per ogni campione sono state eseguite 100 
misure che sono, poi, state utilizzate per valutare il diametro medio e la distribuzione dimensionale. 
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Risultati e discussioni 
 
PROPRIETÀ DELLA CHERATINA ESTRATTA DALLA LANA 
 
Dosaggio proteico 
Il dosaggio proteico è stato effettuato sulla soluzione acquosa di cheratina subito dopo l'estrazione dalla 
lana e successivamente al passaggio al Rotavapor per misurarne la concentrazione proteica e su una 
lana di riferimento da utilizzare per l'elettroforesi. 
Il metodo Bronsted per il dosaggio proteico si sviluppa in tre fasi: 

a.  preparazione della curva di taratura 
b.  preparazione dei campioni 

c.  calcolo delle concentrazioni 
a)  CURVA DI TARATURA 
1. preparare una soluzione acquosa di siero-albumina bovina (BSA) 200 � g/ml sciogliendo 7 mg di 
BSA a 1.4 mg/ml in 5 ml di acqua distillata; 
2. preparare i campioni in doppio (due cuvette per ogni concentrazione) per la taratura come riportato 
in tabella: 
 

Volume BSA 200 � g/ml Volume acqua distillata Concentrazione finale BSA 
0 � l 800 � l 0 � g/ml 
5 � l 795 � l 1 � g/ml 
15 � l 785 � l 3 � g/ml 
30 � l 770 � l 6 � g/ml 
50 � l 750 � l 10 � g/ml 
75 � l 725 � l 15 � g/ml 
100 � l 700 � l 20 � g/ml 

 
3. aggiungere in ciascuna cuvetta 1� l di soluzione DTT/U (Ditiotreitolo/Urea) per solubilizzare i 
campioni per la retta di taratura; 
4. aggiungere 200 � l di colorante fornito dalla BioRad; 
5. incubare per 40 minuti (il tempo indicato non deve essere superato per evitare la formazione di 
precipitati); 
6. effettuare la lettura allo spettrofotometro a 595 nm dopo aver azzerato lo strumento aria contro aria 
e bianco contro bianco; 
7. riportare in un grafico i valori letti (O.D.) per ciascuna concentrazione e calcolare i valori A e B 
della miglior retta passante per i punti dati (regressione lineare): 
 

                                      
                                  y = 0,0469x + 0,0356 
                     
                                  R2 = 0,9922 
 
 

 
 

 
 

(mg/ml) OD 
0 0 
 1 0,069 
3 0,1751 
6 0,3598 
10 0,5442 
15 0,7409 
20 0,9419 
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b)  CAMPIONI 
1. preparare per ciascun campione due cuvette con 800 � l di acqua distillata; 
2. aggiungere 1 � l di campione; 
3. aggiungere 200 � l di colorante fornito dalla BioRad; 
4. incubare per 40 minuti; 
5. effettuare la lettura allo spettrofotometro a 595 nm dopo aver azzerato lo strumento aria contro aria 
e bianco contro bianco. 
c)  CALCOLO DELLE CONCENTRAZIONI 
Calcolare la concentrazione proteica dei campioni utilizzando la formula riportata di seguito: 
 

(concentrazione � g/ml) = (O.D. – A) / B 
 

Campione O.D.   Concentrazione (mg/ml) Diluizione Concentrazione finale (mg/ml) 
Sol. iniziale 0,3800 7,34 1 : 2 14,68 

Sol. Rotavapor  0,7472 13,65 1 : 5 75,9 
Lana riferimento 0,2135 3,79  3,79 

 
Il dosaggio proteico serve per poter poi preparare le soluzioni acquose di cheratina e polietilen-ossido 
nelle giuste concentrazioni in peso dei due polimeri e per l'elettroforesi. 
 
 
Elettroforesi SDS-PAGE 
L'elettroforesi è stata effettuata sulla cheratina estratta dalla lana con m-bisolfito e su una lana di 
riferimento per ottenere la distribuzione dei pesi molecolari e per evidenziare eventuali degradazioni. 
Il tracciato elettroforetico è stato ottenuto secondo il metodo convenzionale che prevede l'utilizzo di 
tioli (in questo caso il ditiotreitolo DTT); la lana di riferimento è stata sciolta direttamente in DTT 
mentre con la soluzione acquosa di cheratina si è dovuto prima procedere all'eliminazione dell'acqua in 
stufa a 50°C e poi alla solubilizzazione della cheratina in DTT. Il metodo dell'elettroforesi SDS-PAGE 
prevede le seguenti fasi: 

1. prelevare un volume di soluzione proteica x (� l) contenente 30 � g di campione (in base al 
dosaggio proteico); 
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2. a x (� l) di soluzione proteica aggiungere: 
- 2.5 � l di NuPAGE LDS 
- 1 � l di NuPAGE Reducing Agent 
- fino a 6.5 � l di acqua deionizzata in modo da ottenere un volume finale di 10 � l 

3. riscaldare a 70°C per 10 minuti; 
4. preparare il Running Buffer, da inserire nell'apparecchio per l'elettroforesi, portando 50 ml di 

NuPAGE MOPS SDS Running Buffer a 1 l con acqua deionizzara; 
5. assemblare l' Xcell SureLock Mini-Cell ed aggiungere 200 ml di Running Buffer nell'upper 

chamcer e 600 ml nel resto della cella; 
6. inserire il marker e le soluzioni proteiche (10 � l), opportunamente preparate, nei pozzetti 

contenenti il gel; 
7. far correre le proteine a 200 V per circa 40-50 minuti; 
8. disassemblare l' Xcell SureLock Mini-Cell e rimuovere il gel con cautela; 
9. immergere il gel per 2 ore con il Commassie (colorante) per 2 ore e, poi, decolorare con acido 

acetico e acqua. 
 

 Lana di riferimento Cheratina 
Soluzione (� l) 13 6,8 

NuPAGE LDS (� l)  5 5 
NuPAGE Reducing Agent (� l) 2 2 

Acqua deionizzata (� l) 0 6,2 
 
 

 
 

Le due intense bande ad elevato peso molecolare (63000 – 45000 Da) e quelle a più basso peso 
molecolare (28000 – 11000) sono da attribuirsi rispettivamente ai  filamenti intermedi della fibra di 
lana e alla matrice che li circonda. Il tracciato elettroforetico della cheratina, estratta secondo il metodo 
descritto precedentemente, è del tutto paragonabile a quello della lana di riferimento, ciò a indicazione 
del fatto che non si è verificata alcuna degradazione proteica dovuta al trattamento di solfitolisi e 
all'energico trattamento meccanico del Linitest, usato per l'estrazione. 
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PROPRIETÀ DEI NON-TESSUTI DI CHERATINA E POLIETILEN-OSSIDO 
 
Analisi morfologica al microscopio elettronico a scansione (SEM) 
La morfologia del materiale elettrofilato è stata analizzata mediante microscopio elettronico a 
scansione (acceleration voltage = 15 kV, current probe = 50 pA, working distance = 20 mm circa) a 
5000 ingrandimenti. 
 

           
Foto 1: PEO/Cheratina 30/70, 5%, 20 kV                   Foto 2: PEO/Cheratina 30/70, 5%, 25 kV 
 

                
Foto 3: PEO/Cheratina 30/70, 5%, 27 kV                   Foto 4: PEO/Cheratina 30/70, 5%, 30 kV 
 

                
Foto 5: PEO/Cheratina 30/70, 7%, 20 kV                   Foto 6: PEO/Cheratina 30/70, 7%, 25 kV    
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Dall'osservazione si è potuto constatare che nanofibre prodotte da soluzione a più bassa concentrazione 
(5%) con alti voltaggi (27-30 kV) si presentano ricche di difetti e piuttosto irregolari. Voltaggi bassi 
(20 kV) generano discontinuità nelle fibre. Un voltaggio di 25 kV risulta essere quello migliore per  
ottenere nanofibre regolari e con pochi difetti per tutte e due le soluzioni elettrofilate (5% e 7%). 
 
Analisi dei diametri 
La media e la distribuzione dei diametri è stata calcolata eseguendo 100 misure per ogni campione. 
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Grafico 1: PEO/Cheratina 30/70, 5%, 20 kV                     Grafico 2: PEO/Cheratina 30/70, 5%, 25 kV                                           
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Grafico 3: PEO/Cheratina 30/70, 5%, 27 kV                    Grafico 4: PEO/Cheratina 30/70, 5%, 30 kV                          
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7%, 25 kV 
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Grafico 5: PEO/Cheratina 30/70, 7%, 20 kV                    Grafico 6: PEO/Cheratina 30/70, 7%, 25 kV   
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Prova Diametro medio (nm) Deviazione standard Coefficiente variazione 
5%, 20 kV 206,5 32,11 15,5% 
5%, 25 kV 205,8 20,63 10% 
5%, 27 kV 227,5 28,24 12,4% 
5%, 30 kV 206,9 27,16 13,1% 
7%, 20 kV 224,7 27,32 12,1% 
7%, 25 kV 218,2 27,05 12,4 % 

Diametri medio delle nanofibre realizzate nelle diverse prove. 
 
Come si può vedere dalla tabella, i diametri ottenuti sono piuttosto simili, anche se si possono trarre 
alcune conclusioni: 
- a 20 kV si ottiene una distribuzione eterogenea dei diametri; 
- il diametro medio aumenta con l'aumentare della concentrazione della soluzione; 
- all'aumentare della tensione applicata il diametro medio tende a diminuire; 
- tensioni attorno ai 25 kV permettono di ottenere distribuzioni abbastanza omogenee. 
 
Crescita cellulare 
Un film di non-tessuto, realizzato con una concentrazione del 7% in peso dei due polimeri in un 
rapporto PEO/Cheratina 30/70, è stato inviato all'Università di Pisa per lo studio della crescita dei 
fibroblasti. Il film è stato elettrofilato direttamente sul disco collettore e staccato. Successivamente, il 
campione è stato trattato in modo da stabilizzare il polietilen-ossido e renderlo insolubile in acqua. La 
prova è poi stata effettuata seminando delle cellule sul campione in parallelo con un riferimento 
(Blank) e mettendole in incubazione; la conta cellulare è stata fatta a distanza di 24, 48 e 72 ore dalla 
semina nella misura di tre letture per ogni parametro. La media delle letture è stata in seguito 
moltiplicata per l'intera area dei campioni. 
 
 

 Conta cellule  
Ore Blank Film Medie Blank Medie Film Medie finali Blank Medie finali Film 

80 40 
85 30 

 
24 

 80 45 

 
81,66667 

 
38,33333 

 
111270 

 
52229 

90 55 
95 50 

 
48 

91 50 

 
92 

 
51,66667 

 
125350 

 
70395 

100 70 
98 75 

 
72 

100 70 

 
99,33333 

 
71,66667 

 
135342 

 
97645 

 
 
Nonostante il numero di cellule sul film di PEO/Cheratina sia inferiore a quella del campione di 
riferimento, il risultato ottenuto si può considerare soddisfacente poiché si è stata constatata una buona 
crescita cellulare (v. grafico 7). La prova è stata interrotta dopo 72 ore per la disintegrazione del film di 
PEO/Cheratina; nelle prossime prove si dovrà cercare di stabilizzare meglio il non-tessuto o mettendo a 
punto il metodo in stufa o cercando un metodo diverso. 
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                 Grafico 7: Conta cellulare su film PEO/Cheratina e su campione di riferimento.                             
 
 
Resistenza alla perforazione (UNI 5421) 
Alla fine della ricerca, sono state eseguite alcune prove preliminari al dinamometro Instron per mettere 
a punto un metodo che permetta di valutare la resistenza dei campioni. Le prove sono state condotte su 
film di PEO ottenuti sia per elettrofilatura che per casting (stufa a 50°C fino a completa evaporazione 
del solvente) per la facilità di produzione dei campioni; dopo aver verificato l'idoneità del metodo, 
l'analisi verrà poi effettuata sui film contenenti cheratina. 
La prova consiste nell'inserire il campione (circolare) su un supporto ad anello, per avvitamento un 
anello complementare permette di fissare il film. Il supporto viene posizionato ad un estremo del 
dinamometro, mentre all'altro capo si trova una sfera di 2 cm di diametro. La prova termina dopo la 
perforazione del campione. 
I film di PEO sono stati realizzati con una soluzione al 7% in peso di polietilen-ossido in acqua nel 
seguente modo: 
 
Film PEO 7% per casting 

·  3 ml 
·  4 ml (1, 2, 3) 
·  5 ml (1, 2, 3, 4) 

·  7 ml 

 
PEO 7% elettrofilato: 

·  30 min (1, 2) 
·  45 min (1, 2) 
·  60 min (1, 2)

 
Le prove al dinamometro hanno fornito il valore del carico al picco (daN) e la freccia (mm); i risultati 
ottenuti sono coerenti e correlabili alle prove effettuate (v. tabella), si potrà così procedere alla 
caratterizzazione meccanica dei non-tessuti di cheratina e polietilen-ossido. 
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Prova Carico al picco 

(daN) 
Media Carico 

(daN) 
Freccia 
(mm) 

Media freccia 
(mm) 

 
3 ml 6.2 6.2 12.369 12.369 

4 ml – 1 6.7 10.952 
4 ml – 2 7.4 13.552 
4 ml – 3 6.2 

 
6.8 

11.971 

 
12.158 

5 ml – 1 8.7 12.905 
5 ml – 2 8.1 12.850 
5 ml – 3 7.8 12.308 
5 ml – 4 7.5 

 
8.0 

12.929 

 
12.748 

7 ml 8.3 8.3 12.453 12.453 
 

30 min – 1 0.7 21.770 
30 min – 2 0.5 

0.6 
14.488 

18.129 

45 min – 1 2.0 20.264 
45 min – 2 1.8 

1.9 
16.608 

18.436 

60 min – 1 2.0 18.009 
60 min – 2 1.8 

1.9 
19.099 

18.554 

 

Tabella prove dinamometriche di resistenza alla perforazione. 
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CONCLUSIONI  
 
 
L'estrazione della cheratina dalla lana è un processo piuttosto complicato data l'elevata stabilità 
della proteina dovuta ai legami a ponte di zolfo dei residui di cistina. Studi precedenti hanno messo 
in evidenza la possibilità di estrarre la cheratina per solfitolisi per mezzo di m-bisolfito tramite un 
adeguato trattamento meccanico e termico, con buone rese di estrazione, determinate con il 
dosaggio proteico, e senza l'impiego di sostanze tossiche. L'elettroforesi eseguita sulla cheratina 
estratta dalla lana e su una lana di riferimento ha dimostrato che il processo non provoca la 
degradazione della proteina. 
I film di cheratina rigenerata da soluzioni acquose risultano molto fragili e mostrano una 
processabilità limitata; si rende necessaria la miscelazione con un polimero ad elevato peso 
molecolare come il polietilen-ossido, scelto anche per le sue caratteristiche di biocompatibilità, 
scarsa tossicità e per l'ottima elettrofilabilità. 
Soluzioni acquose di PEO e cheratina sono state preparate con un rapporto tra i due polimeri di 
30/70 e a due diverse concentrazioni in peso (5% e 7%), aggiungendo il polietilen-ossido 
direttamente nella soluzione acquosa di cheratina. 
Le due soluzioni sono state elettrofilate variando unicamente la tensione applicata (20-25-27-30 
kV): dall'osservazione al microscopio elettronico si può constatare che una tensione di 25 kV 
permette di ottenere un ridotto numero di difetti sulle fibre e, inoltre, alla stessa tensione si ottiene 
una distribuzione dei diametri delle nanofibre piuttosto omogenea. La tensione applicata sembra 
influire maggiormente sulla quantità dei difetti che sui diametri e sulla loro distribuzione. 
Aumentando la concentrazione della soluzione si ottengono diametri maggiori. La possibilità di 
variare i diametri delle nanofibre dei non-tessuti può essere importante per un eventuale impiego in 
ambito medico come scaffold per il ruolo fondamentale che la porosità dei supporti ricopre al fine 
di una buona crescita cellulare. 
La prova di crescita cellulare effettuata su un film, elettrofilato a 25 kV con una concentrazione 
della soluzione al 7% per 30 minuti, ha dato buoni risultati poiché il numero delle cellule seminate, 
dopo un tempo di 72 ore, è aumentato notevolmente, anche se in maniera minore rispetto al 
campione di riferimento. Prove successive verranno realizzate cercando di stabilizzare meglio il 
polietilen-ossido in modo da condurle per un tempo maggiore. 
La messa a punto di un metodo di prova per la resistenza alla perforazione su film di PEO, ottenuti 
sia per casting che per elettrofilatura, permetterà la caratterizzazione meccanica dei film di 
PEO/Cheratina. 
Le proprietà meccaniche dei film prodotti per elettrofilatura dovranno essere paragonabili a quelle 
dei tessuti da riprodurre per poter pensare ad un loro possibile impiego come scaffold.  
Le successive fasi del lavoro prevedono la caratterizzazione meccanica dei film di PEO/Cheratina, 
una serie di prove di crescita cellulare e prove di biodegradabilità controllata per mezzo di enzimi 
(tripsina), in modo da accertarne la biodegradabilità, che dovrebbe avvenire in tempi e secondo 
modalità controllate. 
Se tutte queste prove daranno esiti soddisfacenti allora si potrà iniziare a pensare ad un impiego di 
queste membrane nel settore biomedicale. 
 
 


