TENSIOACTIVOS

Estudio del residuo protelco obtenide en la hidrélisis
parcial de las fibras de lana previamente tratadas con
soluciones de lauril sulfato sédico

pot J.L. Parra, J. GarciaDominguez y A de la Maza

Resumen

La Interaccién entre el faurll sulfato sédico y ias fibras de lane promuave la formacién
de un residuo Inscluble de cardcter proteico durante la etapa hidrolitica posterior de las
muestras de lana, Se deseriben una serie de experlencias relaclonadas con el origen
da dicho material protelco y se estudia su comportamiente quimico frente a la resc
cién de sulfitolisis, :

1. Introducclén

En las investigaciones reallzadas aobre la sulfitolisis de las fibras de lana,'se ha
utllizado en la mayoria de los casos el método propuesto por Eliman (1) para deter-
minar el contenldo en clstelna de dichas fibras tratades con soluclenes de bisulfito
sédico - (2-6). Alternativaments, existen otros métddos ansliticos para evaluar la
ascislén reductora de los enlaces disulfuro de los restos de clstina Incorporados sn
el armardn macromolecutar de [as fibras de lana. Leach (7], ha propuesto un métado
polarogréfico basado en el blogueo de los grupos tiol de la cisteina mediante ef Hg-CH,;
y. subsigulente valoracién amparométrica de la solucién mercurlal que ha permanecido
aln reaccionar. Este método analitico no requisre la hidedlisis de la proteina, pero su
raalwf&cidn experimsental esté condicionada por la disponibllidad Instrumental del pola-
régrafa. :

Otros autoras (B) han descrito el andlisis de clsteina al estado de carboximetlicis-
teina medlante el bloqueo previo de los grupos tiol con soluclonea de iodoacético.
El anélisls ulterlor de la carboximetilclateina es fécilmente realizable en un Autcana-
lizador de Aminoécldos, , ’

Mo chatante, dado el carédcter reversible de la reacclén de sulfitgiisis, es nacesario
tomar una gerle de precauciones a fin de pader reslizar correctamente el andlisis
de clsteina, )

Se ha descrito en un trabajo anterlor (9), que cuando la sulfitolisis de laa fibras
de lana se efectls despuds de haber pretratadoe las mismas con soluciones del
tenstoactivo anidnlco Lauril sulfato sédico, las muestras de lana no se hidrolizaban
adecuadamente utillzando las condiclones hidroliticas habitualea del métedo analitico
propuesto por Ellman {1). : .

En ia presente comunicacién, se ha Intentado Indagar la naturaleza y el compor-
tamlento quimico dal residuc que permenecs sin hidrollzar en una serle de expe-
riencias de distinta Indole manteniendo como denominador comdén ig influencia que
puede tener en este fendmeno la acclén del laurll sulfato sédico. Por otra parte,
8@ ha Investigado la composlcién quimica de este rasiduo proteico y su reactividad in-
trinsaca frente & soluclonsas de blaulfito sédico.

2. Experimental
2.1. Fibras de lana

Se ha utllizado lana merina de calldad 64'S. Previamenta, se aliminaron las raices
y las puntas de las fibras de lana y, postarlormente, e purificaron dichas fibras me-
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2.3.

24,

diante extraccién en un Soxhlet con éter etilico, durante 24 horas, y ulterjor lavado
con aleohol etilico y agua destilada. Finalmente, se dejaron secar & temperatura
ambiente,

. Agentes reductores

Los enfaces disulfuro de los restos de cistina presentes en las fibras de lana, se
redujeron utilizando soluciones de bisulfite s6dico y de 4cide tiogliclico, respecti-
vamente. La calidad de ambos reductores fue de grado analitico.

Tensioactive ani6nico

El tensioactivo anidnico utilizado en la realizacién experimental de este trabajo fue
el Lauril sulfato sédico (BDH]} de calidad para andlisis.

1

Tratamiento de las fibras de lana con soluc:ones de Lauril sulfato sod[co {LSNa}
¥ su posterior sulfitolisis, .

Las fibras de lana (1 g) se han tratado con 100 ml de una solucién de laurilsulfato
sédico al 2 %, a 50° C durante 120 minutos.

El bafio de tratamiento se mantuvo a la temperatura deseada introduciendo el ma-
traz de reaccidém en un termostato. Las muestras de lana se agitaron mecénica-
mente {20 rp.m.}. . . .

' Finalizado el tratamlento, y a fin de el:minar el tens]oactavo que Impregnaba la lana,

2.5.

2.6

27.
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las fibras se lavaron con 100 ml de agua aprovechando el mecanismo de suceidén
de una trompa de vacio. . C . B

Tratamlento de Ias f:hras de Iana con’ soluclcnas de NaHSO; en ausenc!a y en
presencla de Lauri} sulfate sédico. -

Las f:bras de lana (1 g} se humectaron con 25 ml de agua desttiada durante 10 mi-

nutos. y, posteriormente, se adicionaron al matraz de reaccion, 25 mi de una soluclén
de blsulfito sédico al 3 %. Los tratamientos se realizaron a pH 3,25 y a 30° C durante
60 minutos. En el caso de los tratamientos de sulfitolisis en presencia de LSNa, se
adicioné al bafo, 25 ml de una disolucién al 2% de dicho tensioactivo aniénico. en
lugar de los 25 mi de agua destilada.

Tratamiento de las fibras de lana ton so[ucicnes de écldo tloghcélico en ausencfa
y en presenc;a de lauril sulfato sddico.

Las. condicnones expenmentales utilizadas en Ia reaiizacidn de esta serie: de trata-
mientos fueron semejantes a las indicadas-en el apartado anterior para el bisulfito
sddico, st bien la concentracion del dcido tlog[icéfico fue del 5% y Ia temperatura
del tratamiento 37 C.

Hidrélisis de las fihras. cfe Iéna tratadas .

El método hidrolitico utilizado fue el recomendad‘o por I‘:‘Iiman (1] en Ia descrtpclon
de su método analitico. Las fibras de lana {200 mg) se introdujeron en un matraz
aforado de 25 ml y se afadieron 10 ml de H,SO, 6N. La hidrélisis se efectud a una
temperaiura de 106°C (= {°C), manteniendo el matraz destapado durante los
60 minutos iniciales del proceso hidrolitico. Finalizade el periodo de tiempo pro-
puesto, el residuo que permanecfa sin disolver se filtré a través de un criscl de
placa n* 4, previamente tarado a fin de poder calcular el porcentaje de dicho
material, respecto al peso de ias fibras de lana sometldas orlginalmente al proceso
hidrolitica. .



2.8. Composicién en aminodcidos del material que permanece sin disolver

El contenido de los distintos amincdeidos presentes en el material que permanece
sin disolver después de la hidrdlisis convencional propuesta por Ellman (1), se
determind mediante un Analizador Automético de Aminoacidos utilizande el método
de una sola columna (10). Previamente, dicho material se hidrolizé totalmente me-
diante una solucién de HCI! 6N a 108°C durante 24 horas.

2.9. Sulfitolisis del residuo hidrolitico en funcién del pH de tratamiento.

El residuo hidrolitico de aspecto pulverulento se sometidé a la accidn de soluciones
de bisulfito a diferentes valores de pH utilizande unas condiciones experimentales
semejantes a las descritas en el apartado 2.5.

Resultados

3.1. Hidrolisis de las fibras de lana tratadas previamente con soluciones de Lauril sulfato
s6dico (LSNa)

Las fibras de lana se han tratado con soluciones acuosas de LSNa al 1% a diferen-
tes valores de pH. Posteriormiente, las distintas muestras de lana se han hidrolizado
con acido sulfdrico 6N durante diferentes periodos de tiempo.

En la tabla | se indica el porcentaje del residuo obtenido durante los diferentes
periodos de tlempo hidrolitico a que han sido sometidas las distintas muestras de
lana tratadas con el tensicactivo anidnico en soluclén acuosa.

Tabla |

Hidrolisis de las fibras de lana tratadas previamente con soluciones acuosas de
Lauril sulfato sédico a distintos valores de pH: Porcentaje del residuo obtenide a
diferantes periodos de hidrolisis.

| ALCOHOL
i Blanco “ LSNa ~ LSNa LSNa LAURICO
. {pH 20 H 20 H 30 H 50
GH20 L GH 20 | (pH 30} (pH 5.0) (oH 20)
60 min | 32 T A 40 47
90 min | 13 23 21 17 16
120 min | 5 i 18 ; 17 11 11
150 min | 3 17 16 10 10
180 min 25 16 | 16 8 7.5

En dicha tabla | se incluyen, igualmente, los porcentajes del residuo gueratinico obte-
nido en la prusba en blanco de las fibras de iana y en el tratamiento de las mismas
con algohol ldurico o fraccion hidréfoba del tensioactivo anidnico.

la variacidn del porcentaje del residuo queratinico en funcién de ia duracién del
proceso hidrolitico se representa gréficamente en la figura 1.

Paralelamente, se realizaron una serie de experiencias similares utilizando un medio

hidroalcohélico (50:50) para ias soluciones de LSNa, en lugar de las soluciones de
cardcter acuoso.
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Figura 1

Los resultados obtenidos sobre el porcentaje del residuo obtenido durante fa hidrélisis
parcial de las distintas muestras de lana tratadas se indican en la tabla il y se
representan graficamente en la figura 2, en funcién de la duracidn del proceso
hidrolitico.

En las figuras 3, 4, 5 v 6 se representa grificamente la variacién del porcentaje del
residuo hidrolitico obtenida durante periodos de 120-180 minutos en funcién del pH
de tratamiento de las fibras con LSNa en solucidén acuosa e hidroalcohéiica, respecti-
vamente.

Tabla Il

Hidrolisis de las fibras de lana tratadas previamente con .solucienes hidroalcoh6licas
(50:50) de Lauril sulfato sddico a distintos valores de pH: porcentafe del residuo
obtenido a diferentes periodos de hidrédlisis.

Blanco LENa LSNa - LSNa

{pH 2,0 {pH 2,0) {pH 3,0) {(pH 5,0)
60 min K} 52 51 46
90 min 8 26 17 17
120 min 5 19 13 10
150 min 3 18 11 7
180 min 2.5 16 10 5
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Tabla IIf

Porcentajes del residuo obtenido durante la hidrélisis (90 min) de las muestras
de lana tratadas previamente con soluciones de LSNa a 50°C durante 15 y 120 minu-
tos, a distintos valores de pH y a diversas concentraciones del tensioactivo andnico.

LSNa (2 %) LSNa {5 %)
pH 10 pH 20 pH 3.0 pH 30
15 | 1200 | 15 | 1200 | 45 | 1200 | 15 | 120°
Reslduo (%) 33 28 27 21 21 18 23 20
RESIDUO %
60
401
20~
pH 20
5 pH 30
pH 50
BLANCO pH20.

Figura 2
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3.2,

igualmente, se ha estudiado la influencia que poseen los tratamientos de las fibras
de lana con soluciones de LSNa a distintas concentraciones, en el porcentaje del
residuo obtenido después de un proceso hidrolitico de 80 minutos. Los resultados
obtenidos en la realizacién experimental de esta serie de tratamientos se. indican
en ia Tabla lll. Los tratamientos de las fibras de lana con solucionss del tensioactivo
anidnico se realizaron con dos intensidades distintas de concentracién {2 % y § %)
v de duracién {15 min y 120 min).

Sulfitolisis de las fibras de lana & pH 3,0: Influencia de un pretratamiento de las fibras
con L8Na y de la presencia del tensioactivo en el bafio de tratamiento, en el porcen-
taje del residuo obtenido en la hidrélisis posterior de las muestras de lana tratadas.

En la figura 7, se representa graficamente la variacion del porcentaje del residuo que-
ratinico en funcién de la duracién del proceso hidrolitico de las muestras de lana
que han sido sulfitadas en presencia de LSNa (2 %) durante 15 minutos {curva a).
La curva b de dicha figura, representa la misma variacién para las fibras de lana
pretratadas con una solucion de LSNa (2 %), durante 15 minutos y sometidas poste-
riormente a la accién de una solucién al 1,8 % de bisulfito sédice.

La curva ¢ corresponde al comportamiento de las muestras de lana pretratadas con
agua destilada a pH 3,0 durante 15 min y suifitadas posteriormente.

Finaimente, la curva d representa graficamente la variacion del porcentaje del resk
duo queratinico en funcién de los diversos periodos hidroliticos de las fibras de
lana sometidas dnicamente a la reaccién de sulfitolisis en ausencia de LSNa.

Residuo %
25
201
185 a
0 b
5 4
c
d
s P L " ,  Hidrolisis(h}
2 3 4 5 [

Figura 7
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3.3. Tratamientos de las fibras de lana con soluciones de 4cido tioglicslico: Influencia de

un pretratamiento de las fibras con LSNa y de la presencia del tensioactivo en el
bafc de tratamiento en el porcentaje del residuc obtenido en la hidrélisis posterior
de las muestras de lana tratadas.

La figura 8 permite apreciar una visién semejante a la descrita en el apartado ante-
rior pero en este caso la realizacién experimental esti referida al uso de soluciones
de 4cido tioglicélico.
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Figura 8

3.4. Sulfitolisis del residuc gueratinico en funcidn del pH.
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El residuo obtenido en la hidrélisis parcial de las fibras de lana tratadas previamente
con una sojucién de [SNa, se ha sometido a la accion del NaHSO; a distintos valores
de pH, con objsto de apreciar el comportamiento quimico de este material en forma
pulverulenta frente a la reaccion de sulfitolisis.

Previamente, se ha realizado un anslisis de! contenido en aminoicidos del residuo
protelco con cbjeto de conocer su composicion guimica. En la Tabla IV se indica
el contenido en aminodcidos de dicho residuo queratinico, expresado en tanto por
ciento sobre peso seco.



Tabla 1V

Contenido en aminoédcidos del reslduo proteice expresado en tanto por clento sobre

peso seco de muestra.

Residuo ‘Fibras de
(%) lana
Acido Aspdrtico 7,10 8,54
Treonina 2,80 6,41
Serina 3.21 9,66
Aclde Glutamico 17,94 15,95
Prolina 1,42 6,45
Glicina 1.08 5,60
Alanina 3.99 4,10
Cistina 1,01 12,07

Valina 543 547 .
Metionina 0,71 0,61
Isoleucina 4,70 342
Leucina 11,45 8,54
Tirosina 358 - 6,04
Fenilalanina 319 3,98
. Lisina 360 349,
" Histidina 072 154

Arginina T 9,79

£ Aminoécidos 897

101,67

_ En dicha Tabla se indica, igualmente, a tJtu]o comparatlvo la compos!clén en amln0~

4cidas de las fibras de lana sin tratar.
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En la Figura 9, se representa graficamente la curva de sulfitolisis obtenida al tratar
‘dicho residuo proteico que contiene cistina con soluciones de bisulfito al 1,5 %,
a distintos valores de pH de tratamiento.

Cisteina
%

©.8h
o6k
04}

0.2}

Figura 9

Discusion

Las Interacciones que presentan los tensioactives idnicos en la reaccion de sulfi-
tosis de las fibras de lana han sido objeto de investigacidn por parte de distinios
autores, (4, 5 y 9). Recientemente, se ha descrito un modo de inhibir la suifitolisis
de las fibras de lana sometiendo a éstas previamente a la accién de una solucidn
de LSNa al 2 % e incluso a concentraciones inferiores ([9). Adicionalmente, se ha
podido constatar que en {a reallzacién analitica del método de Ellman (1) para deter
minar &l contenido en cisteina de las fibras de lana tratadas en las susodichas con-
diciones experimentales, aparece un material residual que permanecs sin hidrolizar.
Es bien conocido que la adsorcién de un tensioactivo anidnico sobre las fibras de
lana tiene jugar preferentemente a valores de pH 4cidos. En la Figura 1, puede apre-
clarse como la interaccion previa del Lauril sulfato sédico con las fibras de lana
promueve una clerta inercla de las mismas durante su hidrélisis ulterior. En compa-
racién con fa curva de la prueba en blanco en la que no ha infervenido el tensicactive
aniénico, las distintas curvas indican un comportamiento paralelo de las fibras
de lana durante la hidrélisis promoviéndose una mayor resistencia al agente dcido
a medida que el tratamiento de las muestras de lana se realiza a valores de pH
més acidos. Utilizando la duracién del periode hidrolitico preconizada en el método
de EHman ,120 min), en &l caso de las muestras de lana tratadas con LSNa a pH 20,
se alcanza un porcentaje del material resldual del 18 % en relacién con el 5 %
que se obtiens normalmente con las fibras de lana que no han sido sometidas a la
Iinteraccién del tensloactivo anidnico.

Hay que tener en cuenta, tal como se indicard posteriormente, que dicho residuo
hidrolitico es de tipo proteico; por lo tanto, no puede asociarse con ningin. tipo de



impureza debida a la mayor ¢ menor presencia del tensioactivo absorbido sobre fas
fibras-de lana, En esta sentido, se realizaron una serie de experienclas paralelas a
las anteriores pero empleando un medio hidroalcohdlico que impide la formacidn de
interacciones hidréfobas entre las distintas cadenas hidrocarbonadas del lauril sulfato
sodico. Los resuliados obtenidos sobre el porcentaje del residuc proteico a diferentes
periados de tiempo de hidrélisis, se indican en la Tabla Il vy se representan gréfica-
mente en la Figura 2. En un pringipio, la conclusién que se puede deducir de los
resultados expuestos en la Tabla 1l en comparacidn con los indicados en la Tabla I,
es que la interaccidn responsable de este fendmeno. es de caracter idnico entre los
grupos —NH,* de las cadenas laterales y terminales de los aminodcidos y los grupos
sulfénicos negativos del tensioactivo aniénico, ya que en ambas Tablas se observa
una cierta concordancia global entre los diversos resultados obtenidos. No obstante,
si se representan graficamente los porcentajes del residuo proteico para perfodos
hidrolitices de 120 y 180 minutos, en funcién del pH de tratamiente de las fibras
de lana con el tensioactivo anidnico, tanto en un medio acuoso como hidroalcohdlico,
pueden apreciarse los fendmenos siguientes (Flguras 3 a 8]:

- En un medic acuoso, ios tratamientos de fas fibras de fana con soluciones de
LSNa a pH 20 y 3,0 respectivamente, provocan una inercia hidrolitica similar
en ambas muestras tratadas.

— En un medio hidroalcohdlico, parece que existe una gradacion més uniforme de
los porcentajes del residuo hidrolitico obtenido para las muestras de lana tratadas
con soluciones de LSNa a distintos valores de pH.

Si se realizan tratamientos de las fibras de lana con soluciones mas concentradas
del tensicactive (5 %), el porcentaje del material proteico obtenido después de un
periodo hidrolitico de 90 minutos, es algo més elevade como lo demuestran los
valores porcentuales indicados en a Tabla I, -

La existencia de este residuc proteico después de una hidrolisis convencional resulta
dificil de explicar dadas las condiclones quimicas enérgicas que se utilizan general-
mente en cualquier proceso hidrolitico. Es Indudable que pueden produgirse los
fendmenos siguientes o una combinacién de ambos:

1. E! tensioactivo anidnico se hidrolizarda dando lugar a la formacién de alcohol
lagrico en la solucién acida que podria interferir en el proceso hidrolitico de
la proteina.

2. Las interacciones del LSNa con los diversos centros idnicos de las fibras de lana
promueve posiblemente en clertas zonas morfolégicas una serie de modifica
cicnes estructurales que podrian impedir la accesibilidad del agente hidrolitico
durante los periodos de tlempo estudiados.

La influencia de la interaccién del tensiocactivo con las fibras de lana, en la obtencidn
de un residuo gqueratinico durante la hidrélisis de las muestras de iana tratadas, es
aplicable tante a los tratamientos reductores de las fibras de lana realizados en
presencia de laurii sulfato sddico como a aguellos tratamientos reductores que han
sido precedidos por la accidn del tensioactivo aniénico sobre las fibras de lana.

En las figuras 7 y 8 puede constatarse la argumentacion expuesta anteriormente para
el caso de tratamientos de las fibras de fana con soluciones de bisulfito sddico y
acide tioglicélico, respectivamente.

En ambas figuras, se aprecia un mayor porcentaje del residuo proteico en aguellos
tratamientos de las fibras de lana con solucionss de agentes reductores (hisulfito
s6dico y dcido tioglic6lico) existiendo el tensioactivo anidnico en el bafio de trata-
miento.

Puede apreciarse igualmente en dichas figuras la diferencia existente entre el por-
centale del residuo obtenido en las fibras de fana tratadas con el tensiocactivo anidni-
co y ol obtenido en las muestras de lana sin tratar.

E! estudio de la composicién quimica del residuo obtenido después de la hidrélisis
parcial de las fibras de lana tratadas con soiuciones de laurll sulfato sédico, per-
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mitid constatar que se trataba de un material proteico comeo lo demuestran los

valores analiticos indicados en la Tabla IV sobre el contenide en aminodcidos de

dicho residuo. La suma de los porcentajes parciales debidos a cada uno de los
aminodcidos analizados permite deducir que dicho residuo estd constituido de un
modo casi absoluto por péptidos y proteinas. Resulta interesante sefialar que fa compo-
sicidn en aminodcidos del residup proteico es semejante a la de las fibras de
lana consideradas en su conjunto, sobre todo en lo que respecta a su elevado con-
tenido en gistina. :

Este residuo proteico presenta dos caracteristicas muy significativas. En primer lugar,
su aspecto fisico es pulverulento a diferencia del cardcter fibroso de la lana vy, en
segundo lugar, presenta un elevado contenldo en cistina a semejanza con las fibras
gueratinicas.

J. J. Garcla Dominguez y colaboradores {11, 12} han descrito la reactividad quimica
selectiva que presentan los enlaces disulfuro incorpurados en una proteina globular
¢ en una proteina queratinica frente a los iones bisulfito a diferentes valores de pH.
No deja de ser sorprendente el hecho de que el segundo méximo de sulfitolisis
se produzca en las proteinas globulares a un valor de pH distinto {pH 6,50 — 7,25)
del que tiene lugar en las protefnas queratinicas (pH 4,76 — 5,50). Este comporta-
miente diferencial podria estar relacionado con las caracteristicas pulverulentas de
las protenas globulares en contraposicion con el cardcter ftbroso de las fibras de lana.
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