Sulfitolisis de las fibras de lana sometidas previamente
a la acci6n de solugiones alcalinas

por J.L.Parra, 1.J. Garcia Dominguez y A. de la Maza

Resuman

Sa analize &l comportamiento ds las flbras de lana frente a las solucionss de hisulfito s¢-
dico, hablendo sometido previamente a lag flbras a la acclén de scluclonee alcallnas &
diferentés temperaturas de tratamiento.

1.

Introduscidn

La rescclén de las fibras de lana con las soluciones de blaulfito sédico ha side objsto
de un numero conslderable de trabajos de investigacion dado el peculiar Intorés que
prasenta Industrialmente dicho agente reductor (1-5).

El conocimiento del mecanlsmo de reacclén implicado en [a sulfitolisls de las flbras
de lana se generd, Inicislmente, estudiando el comportamiento de los enlaces disul-
furo del aminoécido cistina (6). Pasteriormente, los trabajos de J. B. Speackman (T)
y da H. Phiilips, F. F. Elsworth, W. R. Middlebrook y E. G. H. Carter {8-10). s& clfieron
8 las flbras de fana permitiendo vislumbrar la exlstencla de una serle de fracclones
de diferente reactividad quimica frente a la accién de los iones bisulfito,

En los dltimos dlez afios, las investigaciones en sate campo se han centrado en el
astudlo de ia reactividad salectiva que presentan los enlacas disulfurc existentes an
las fibras de lana cuando éstas reacclonan con soluclonss de blsulflto s6dico a dife-
rentes valores de pH. .

P. Mirs y J. A. Huesc en 1968 (1t), describleron por primera vez este fenémano pero
realments no fue aceptado de un modc absolute hasta que en 1975, J. L. Parra ¥
colaboradores (12), aportaron una sarle de datos concluyentes sobre este caracteristico
comportamiento de los restos de clstina presentes en las flbras de lena, cabello
humsano y en sus respectivas fracclones cutlculares. Otros autores (12), han confir-
mado este hallazgo utilizando un planteo experimental distinto sl empleado por los
autoras anterlormente cltados {11, 12}, .

E! objeto da estas investipaclones se basé en Intentar aportar clortas evidenclas que
permitieran asoclar esta rotura selectlva de los enlaces disulfuro en funcidn del pH del
tratamlento reductor, con la diferente Incorporacidén Inter- o Intracadena de fos restos
de cistina en la estructura macromolecular de las flbras de lana.

En [a presente comunlceclén se describen una serie de experlenciag basadas en el
sstudlo de! comportamisnto de fas fibrag de lana frente a las soluciones de bisulfito
s6dico, hablendo sometido prevlemente a la protefna queratinica a la accidn de dlver-
sas soluclones alcaflnes que mermen de un modo progresivo el contenido en clstina
que presentan las flbras de fana sin tratar.

Exporimental.

. Fibras de lana,

En la reallzacién experimental del presente trabajo, se ha utliizado como sustrato que-
ratinico, Jana Merlno Australiana de calldad 64°S. Previamente, se salecclonaron fas
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. fibras de lana cortando sus rafces y sus puntas y, a continuacién, se extrajeran con
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éter etilico en -un Soxhlet durante 24 horas. Posteriormente, se lavaron las fibras con
alcohol etilico, agua corriente y agua destliada, dejandolas secar, finalmente a tem-
peratura ambienta,

Bisuifito sédico.

El bisulfito sédico que se utllizé como agente reductor, era de calldad para anélisis.
Las soluciones de bisulfito sédico utilizadas experimentalmante se prepararon inmedia-
tamente antes de su utilizacén vy su concentracién fue del 3,0 %,

Tratamientos alcalinos de las fibras de lana.

Las fibras de lana (3 gr) se trataron, previaments, con soluciones de hidréxido poté-
sico 0,iN a 50° C durante 30 minutos. La relacidn de bafio utllizada fue de 1:100.
Durante el tratamiento alcalino, las fibras de lana se sometieron a una agitacién
mecanica lenta (20 r.p.m.). Posterlormente, las muestras de lana se lavaron con
200 ml de agua destilada y se dejaron secar a temperatura amblente,

Asimismo, se efectuaron tratamientos de las fibras de lana con soluciones de KCN
06 M a 50° C durante 30 minutos. Las condiciones experimentales utilizadas fueron
idénticas & las descritas anteriormente,

Andlisis de clstina,

El contenido en clstina de las fibras de lana se determiné analiticamente mediante of
método colorimétrico de Folin (14).

Anglisis de lantionina vy lisinoalanina .

El estudio de la degradacién sufrlda por las fibras de lana durante el tratamiento
alcalino, se complementé mediante el anélisls de lantionlna vy ilsinoalanina de las
muestras queratinicas, utilizando para ello el método analitico propuesto por P. Miré
y 1. J. Garcla Dominguez (15).

Sulfitolisis de las fibras de lana.

Las muestras de lana tratadas previamente con soiuciones alealinas de KOH, se so-
metieron posteriormente a la accidén de soluciones de bisulfito sédico. 0,1 gr de lana
se humectaron con 25 mi de agua destliada; posteriormente, se afiadié al matraz de
reaccién 25 ml de una solucidn de bisulfito sédico del 3,0 %. La reacclén de sulfl-
tolisis se llevé a cabo a 30°°C durante 60 minutos, manteniendo el pH de tratamiento
constante mediante el uso de un Valorador automético del pH. La solucién de irata
miento se mantuve en agltacién mecénicamente (20 r.pm.}. '

Finalizado el tratamiento, las fibras da lana se lavaron con 50 mi de agua destiada
y se secaron finalmente al vaclo sobre Py, '

Andlisis de clstelna.

El contenido en cistefna de las muestras de lana reducidas se determind analitica-
mente medlante el método colorimétrico propuesto por Ellman (16).

Resultados

Formacidn de lantionina y lisinoalanina durante el tratamiento alcalino de las flbras
de lana. )



El tratamiento de las fibras de lana con soluclones alcalinas de KOH promueve una
cierta degradacién de los restos de cisting y, a su vez, genera la formaclén de nuevos
enlaces transversales dal tipo de [a lantionina y a lisinoalanina.

Tabla |

Contenido en Lantionina, Llsinoalanina y Cistlna de las fibras de lana tratadas con solu-
ciones de KOH O, 1N, durante 30 minutos a diferentes temperaturas de tratemliento, Se
Indican, Igualmente, dichos valores analiticos obtenidos en el tratamlento de la lana

con KCN O, 6M a 50° C durante 30 minutos.

3.2

0
LANTIONTINA LISINOALANINA CIS’J%INA

. (%) (23 (%)

409C 1,03 . 0,90 9,16= .

45C 2,24 1,23 8,49

50=C 2,84 1,67 7,28

602C 3,19 2,16 5,31

LANA - :

VIRGEN 0,27 0,20 - ’ 12_,2

CNK 0,6M"

a 50ec, 30! 1,74 m——— 9,79

En la Tabla I, se Indica sl contenido en cistina, lantlonina y lisinoalanina de las muestras
de lana tratadas con soluclones alcalinas de KOH O, 1N a diferentes temperaturas de
tratamiento. ‘
Asimisme, se Indica en dicha Tabla, el contenido en cistina y lantionina de {as fibras de
lana sometidas a un tratamiento con una solucién de KCN O, 6M a 50° C durante
30 minutos,

Es bien conocldo, que las fibras de lana tratadas con soluclones‘de KCN experimentan
un mecanismo de reaccién distinto al que tiene lugar en presenclz de soluciones al-
calinas de NaOH o KOH, dando lugar a una formacién preferente de Iantfonina 2}
inhibEéndose de un modo pricticamente total [a formacién de {Isincalanina.

Sulfitolisis de las flbras de lana.

" Las distintas muestras de lana sometidas a un tratamiento alcalino, se han tratado

con soluciones de bisulfito sédico (1,5 %) a diferentes valores de pH, con objeto de
estudlar el comportamiento de los restos de cistina que permanecen en las fibras
de lana frente a la accidn de los lones bisuifite. Paralelamente, las filbras de lana
virgen se han sulfitade a fin de poder disponer de un punto de referencia que permita

" apreclar difsréncias de reactividad de los restos de clistine & medida que disminuye

su contenido como consecuencia de la progresiva degradacién alcallna sufrida por las
muestras de lana.
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Tabia Il

Contenldo en cistefna de las fibras de lana tratadas con soluciones de NaSO;H a diferentes
valores de pH: Influencla de un pretratamiento de [a lana con soluciones de KOH O, 1N,

durante 30 min., a diferentes temperaturas.

CONTENIDO  EN. : CISTEINA (%Y

Valor | Lana no . | PRETRATAMIENTO ALCALINO

de tratada - . :

pH con alcalis 40C 45°C 50=C 602C
3,00 - 3,88 2,37 { 2,82 | 1,80 1,30
3,25 4,24 3,56 | 2,76 | 2,97 | 1,53
3,50 4,34 : 3,32 3,22 2,40 1,66
3,75 | 4,28 2 3;16 | 2,96 | 2,45 | 1,70
4,00 4,16 3,16 3,10 2,82 1,70
4,25 . 4,10 1 3,22 2,78 2,52 1,73
4,50 4,30 3,34 2,86 | 2,17 | 1,68
4,75 | 4,34 3,11 | 2,88 2,26 1,72
5,00 4,18 " 3,10 2,65 | 2,26 1,58
5,25 3,84 2,98 2,00 2,25 1,46

En la Tabla {l, se Indica el contenido en cisteina de las distintas muestras de lana,

previamente tratadas con soluciones alcalinas, y posterlormente sometidas a la accién
de soluciones de bisulfito sédico a diferentes valores de pH.

4,

Discusion

Ei conocimiento del mecanismo de reaccién de la cistina con los fones hisulfito data
de las experiencias Iniclales de Clarke (6). Desde entonces, se han proseguido los
trabajos de Investigacién en este campo en dos vertientes paralelas: la reaccion frente
a las soluciones de bisuffito sédico de los restos de cistina Incorporados en las pro-
teinas globulares de secuencia conocida y el estudio del comportamiento de los
enlaces disulfure edificados en la estructura macromolecular de las proteinas quera
tinicas, -

En la suifitolists de las proteinas globulares se ha observado en general, dos méximos
de formaci6n de cistefna que corresponden a las zonas de pH 3,50 - 4,00 y 6,50 - 7.25
respectivamente. Por su parte, en las fibras de lana consideradas como un prototipo

~de las protefnas queratinicas, se han poedido apreciar dos méximes de sulfitolisis: uno
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en la zona de pH 3,25 - 3,50 y otro en el Intervalo de pH 4,75 - 5,00,

Sin profundizar en implicaclones de indole molecular, es eurioso ohservar que las
fibras de lana reaccionan de un modo preferente con los lones bisulfito ya que la
aulfitolisis es mdxima a aquellos valores de pH en ios que fa forma 16nica predomi-
nante en la solucién reductora es el I6n bisulfito {17) (Figura 3). Por otra parte, en
lz sulfitolisis de las proteinas globulares existen dos zonas de pH suficlentements
diferenciadas en las que se produce una formaclén méxima de cistelna.



FIGURA 3

Porcentaje de las distintas formas disociales ¥ moleculares existentes en
las soluciones de bisulfito sbdico a diferentes valores de pH (17).
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Fig. 1. Varlacién del contenido en cisteina de las fibras de lana sulfitadas en funcién
del pH de tratamiento. La lana se ha somefido a un pretratamiento alcalino con sohe
clones de KOH O, 1N: (a) 40° C; (b) 5¢° C; (c) 60° C.
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En la Figurs 1, se representan graficamente dichos valores de cisteina en funcién
del pH del tratamiento reductor,
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Tabla 1l

‘Bulfitolisis de las fibras de lana previamente tratadas con une solucidén de KCN O, 6M a
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50° C durante 30 minutos.

Valor ’ Lana no Lana tratada

de ‘ tratada con KCN

L _ COon alcal_is
3,00 | 3,88 3,00
3,25 4,24 3,35
3,50 4,34 3,21
‘3,75 4,28 3,10
4,00 4516 | 3,38
4,25 4,10 2,98
4,50 | 4,30 3,06
4,75 434" 3,40
5,00 4, 18 . 3,19
5,25 3,84 2,91

Asimismo, en la Tabla lli, se Indican los valores del contenido en cisteina obtenidos
en la sulfitolisls de la lana que previamente habia sido tratada con ura solucién de
KCN 0.6M, a 50° C durante 30 min, En la Figura 2, se reflejan graflcamente dichos datos -
an funcién de los valores de pH a los que se han efectuado los tratamientos de sul-
fitolisls de las fibras de lana.

Tanto en la Figura 1 como en la Figura 2, se indica a titule comparative, el compor-
tamiento de las fibras de lana virgen frente a ia accitn de las soluciones de bisulfito
s6dico a diferentes valores de pH.

En el intervalo de pH 4cido, puede considerarse que la forma Idnica reactiva es el
i6n bisuifito mientras que en la zona de pH neutro, el responsable directo de la
reduccion de los restos de cistina debe ser el 16n sulfito.

Es Indudable que existen un ndmero de factores adicionales intrinsecamente relacio-

nados con el mecanismo de reduccién en el fendmeno de sulfitolisis de los enlaces

disulfuro (12). En este sentido, se ha intentado en este trabajo modificar estrusctural-
mente las fibras de lana mediante un tratamiento alcalino previo, a fin de cbservar
posibles variaciones de reactividad de. los enlaces disulfuro que permanacen Intactes
en la estructura queratinica frente a las soluciones de bisulfito sédico.

Es bien conocido que el tratamiento alcalino de las fibras de iana promueve la rotura
de ios restos de clstina dando lugar a la formacién de un compueste Intermedio, el
dcido wamino-acrilico, el cual a su vez origina nuevos enlaces transversales como la
lantionina y la lisinoalanina (18). En nuestro trabajo experimental, se han utilizado
unas condiclones alcalinas idéneas para conseguir una progresiva disminucién del
contenldo en cistina y, en consecuencla, una formacién gradusl de lantionina y ilsl-
noalanina. Estos efectos pueden epreciarse claramente observando los resultados ana-
liticos obtenidos de cistina, lantionina y lisinoalanina en las fibras de lana tratadas con
soluciones de hidréxido potdsico utifizando las condiciones experimentales expuestas
en la Tabla 1.



Flg. 2. Sulfitolisis de las fibras de lana en funcién del pH, habiendo sometido previamente
dichas fibras a la accidn de una solucién de KCN 0,6M & 50° G, durante 30 minutos.

CISTEINA
%

50r

301

206

pH

3.0 40 8,0

FIGURA 2

Actualmente, se acepta en general que los restos de cistina inter- o intra-cadena deben
sufrir un mecanismo diferente de degradacién alcalina. Esta argumentaclén se consl-
deré en un principio igualmente vélida para enjuiclar el mecanismo da reacci6n que
tenia lugar durante la sulfitollsis de las proteinas conteniendo clstina,

En la Figura 1, se Indican las distintas curvds de sulfitolisis de las fibras de [ana
previamente tratadas con soluciones alcalinas. Comparando las cearacter(sticas de
dichas curvas en relaclén con los dos méximos de formacién de cisteina en la sulfi-
tolisis de las flbras de lana virgen, puede deducirse que existe una clerta regresitn
del segundo méxime de sulfitolisls sobre todo en las curvas ay b,

En la curva ¢ este efecto desaparece; la explicacién de este hecho podria basarse
en la consideracién de las condiciones alcallnas utilizadas va que el contenido residual
en cistina de las fibras de lana tratadas es pequefic {o cual podria Impedir la visua-
lizaci6n marcada de los dos méximos de suifitolisls. No obstante, el valor de cistina
que permanece en las fibras de lana tratadas con soluciones de KOH 0,1N a 60° C,
representa un 531 % que constituye més de un 50 % de degradacién de lus restos
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de cistina. Podria deducirss de este hecho que sélo existe una reactividad especifica
y preferente de algunos enlaces disulfuro de cistina debido a ciertos factores de acce-
sibilidad o a determinadas caracteristicas conformacionales de los restos de cistina
edificados en la estructura macromolecular de las fibras de lana.

la disminucién observada en el contenido en cisteina correspondiente al segundo
méximo de sulfitolisis podria atribulrse a la degradacion alcalina preferencial de los
restos de cistina, Inter-cadena, o cual restringiria la tedrica formacidn de cisteina
durante la reacclén de sulfitolisis a pH 4,75. Este postulado seriz vélido si se pudiera
aceptar como viable s asignacién del primer maximo de sulfitolisis a la reaccién
de los restos de cistina intra-cadena y del segundo méximo de formacién de cisteina
a la reduccién de los restos de cistina inter-cadena.

Resulta curloso considerar sl comportamiento de las fibras de lana durante la reac-
cién de .sufitolisis, cuando dichas fibras han experimentadoc previamentie la accidn
de una solucién de KCN. Tal como se indica en la Tabla |, en las fibras de lana tratadas
con soluciones de KCN, se forma lantionina pero el mecanismo de reacclén Impll-
cado no permite la formacion de lisinoalanina, por io que el contenido en cistina de la
lana tratada no experimenta una disminucién muy acentuada al utilizar estas condi-
clones experimentales.

En la figura 2 se ha representado gréficamente el comportamiento de las fibras de
lana, tratadas previamente con soluciones de KCN, durante la reaccién de sulfitolisis
a distintos valores de pH. En este caso, contrariamente a la postulacién anterior, no
se produce una disminucién del segundo méximo de sulfitolisis a pesar de haberse
formado durante e! tratamiento alcaline un porcentaje considerable de [antionina, El
motive de este comportamiento andmaic podria deberse al diferente mecanismo de
reaccién implicado en el tratamiento de las fibras de lana con soluciones de KCN.
S se considera el valor medio de cisteina obtenldo en el intervalo de pH 3,00-5,50
durante la sulfitolisis de las muestras de lana sometidas previamente a los diferentes
tratamientos alealinos se puede ilegar a deducir un fenémeno interesante.

En la Tabla IV, se indica el porcentaje de rotura de los restos de clstina de las dis-
tintas muestras de lana durante la reaccién de sulfitolisis. En la primera columna de
dicha Tabla se Indica el contenldo en cistina de las distintas muestras de lana some-
tidas a las diversas condiclones alcalinas.

Tabla IV

Porcentaje de rotura de los restos de cistina de las distintas muestras de lana (previamente
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tratadas con soluciones alealinas) durante la reacclén de sulfitolisis.

PORCENTAJE
CISTINA CISTEINA DE

{Vvalor medio)l ROTURA

I_,ANA SIN TRATAR 12,2 4,17 34,2

402¢ 9,16 3,14 34,3

SOLUCION | y5ec | 8,49 | = 274 32,2

DE s0eC 7,28 2,37 32,6

ko goec | 5,31 1,63 30,7

SOLUCTON | 502C 9,79 3,16 32,2
DE
KCHN




(1}
(2}
(3)
(4)
(5)
(6]
(7)
{8)
9
(10}

{11)
{12)

{13)

{14)
(15}
(16)
(17
(18}

En la segunda columna estdn Indicados los valores medios de clstelna obtenldos al
considerar globalmente cada uno de los puntos que constituyen las respectivas curvas
de sulfitolisis. A partir de ambos datos analiticos (clstina y cisteina), se ha calcuiado
el susodicho porcentaje de rotura de los restos de clstina, tal como se indica en la
restante columna de la tabla IV.

Resulta sorprendente observar que dicho porcentaje de reduccién de los restos de
cistina estd comprendido en todos los casos entre el 30 y el 35 %, tanto en la suifito-
lisis de las fibras de lana sin tratar como en la sulfitolisis de las fibras de lana tratadas
con soluciones de KOH O, 1N a 60° C. Dado que no se produce durante la sulfitolisis
de las fibras de lana una desaparicién total de los fones bisulfito en el bafio de trate-
miento, parece que se puede deducir l6gicamente la existencia de una accesibllidad
inicial de los fones bisulfito a los enlaces disulfuro de los restos de cistina, que pro-
mueven la formacién de restos de cisteina y cisteinsulfénico. Estos, a su vez, irian
creando una cierta barrera iénica que, al alcanzar un porcentaje de rotura del 30-35 %,
aproximadamente, impediria el ulterlor ataque de los lones bisulfito remanentes en el
bafic de tratamiento. Estas consideraciones finales deben extenderse Iguaimente a las
fibras de lana tratadas con soluclones de KCN, a pesar de estar sometidas & un me-
canismo diferente de reaccién preliminar. ‘

En esta comunicaclén, se han planteado una serie de consideraciones relacionadas con
el estudio particular de algunos aspectos quimicos que podrfan estar implicados en el
mecanismo de reaccién y cinética def fenémenoc de la sulfitolisls de las fibras de lana.
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