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RESUMEN

Se investiga la utilizacion de liposomas for-
mados por fosfatidiicolina (PC) y colesterol
(CH) como vehiculos de hipoclorito sddico en
ia cloracion de fa lana. A tal fin, se ha estudiado
ta interaccion de dichos liposomas a diferentes
relaciones molares de ambos componentes
(PC:CH desde 10:0 hasta 8:2) con soluciones
cloradas a fin de determinar la estabiiidad fisi-
co-quimica de los liposomas a la accién de di-
cho agente oxidante. Su estabilidad fisica se
ha estudiado midiendo tanto los cambios en ia
absorbencia de dichas suspensiones, directa-
mente relacionados con ia agregacién o solu-

bilizacién de los liposomas, como e tamafio .

medio de sus particulas. El estudio de ia esta-
bilidad quimica de los liposomas se ha basado
en la determinacion de! indice de peroxidacién
de los lipidos constitutivos de dichos liposo-
mas a diferentes concentraciones de cloro ac-
tivo a un valor de pH de 6.5, L.os efectos oxida-
tivos causados por las soluciones cloradas so-
bre la lana a pH 1.5 se han estudiado analizan-
do la formacion de dcido cisteinico en la lana
clorada en funcion de los tratamientos oxidati-
vos realizados, tanto directamente por el pro-
cedimiento convencional como via liposomas.
Cantidades crecientes de colesterol en los li-
posomas aumentaron la estabilidad fisico-qui-
mica de estos liposomas frente al agente oxi-
dante y disminuyeron la formacién de acido
cisteinico en las muestras de lana clorada.

PALABRAS CLAVE: Lana, cloracion, fipo-
somas, fosfatidilcolina, colesterol, estabilidad
a la oxidacidn, indice oxidacidn, hidrdlisis,
acido cisteinico.
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SUMMARY

The use of unilamellar liposomes of defi-
ned size (200 nm) formed by phosphatidyicho-
line (PC} and containing cholesterol (CH) as
vehichles for oxidative reagents in chlorina-
tion of wool fibre has been investigated. For
this purpose, we first studied the interaction
between lipid vesicles formed by different mix-
tures of both lipid components (PC:CH mole
ratios from 10:0 to 8:2) and chiorine to deter-
mine the physicochemical stability of these
systems in the presence of this oxidaltive
agent. Likewise, the study of the physical sta-
bility of liposomes was undertaken both th-
rough the changes in the absorbance of the ve-
sicle suspensions, directly related to the ag-
gregaton or solubilizatién of liposomes, and
by measuring the mean particle size distribu-
tion of these liposome dispersions. The study
of chemical stability was based on the lipid pe-
roxidation index of liposomes at different ch-
lorine concentrations at pH value 6.5. As re-
gards the oxidative effects caused by the chlo-
rine treatments of wool applied directly or by
means of liposomes at pH 1.5, we investigated
the extent of the cysteic acid formation groups
in wool fibres. Increasing amounts of choles-
terol in liposomes enhance both the physico-
chemical stability of these systems and the in-
hibitory ability of cysteic acid formation when
samples have been treated with chlorine-lipo-
some sysltems.

KEY WORDS: Wool, chiorination, liposo-
mes, phosphatidylcholine, cholesterol stabi-
lity, peroxidation index, hidrolysis, cysteic
acid,
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INTRODUCCION

La reaccion de fibras gueratinicas tales como
la lana con soluciones acuosas de hipoclorito sé-
dico ha sido extensamente estudiada, prestando
especial atencidn a las reacciones oxidativas que
dan lugar a modificaciones fisico-quimicas de di-
chas fibras. La compaosicidn de las especies oxi-
dantes de las soluciones acuosas de hipoclorito
sddico varia con el pH de las mismas (1). Asf, a
pHinferior a 2,0 predomina el cloro fibre, mientras
que a valores de pH entre 3y 6 predomina el acido
hipocloroso v & valores de pH superiores predo-
mina la especie hipoclorito. En consecuencia, la
oxidacion promovida por el hipoclorito sédico so-
bre la lana depende directamente del valor del pH
de la disclucion a la que se aplique (2,3).

L.os procesos de cleracion en medio acido oxi-
dan preferentemente los residuos de cistina de la
lana convirtiéndolos en residuos de acido cisteini-
co a través de la formacién de productos interme-
dios de oxidacién. En términos generales, los pro-
cesos tecnolégicos actuales relacionados con el
proceso textil de la lana tienden a sustituir la clo-
racion de la fibra por otros procedimientos de me-
nor efecto degradativo y a la vez de mayor posibi-
fidad de control, o bien a evitar este tratamiento
oxidativo {4, 5, 8).

Los liposomas son estructuras vesiculares
tosfolipidicas que se han desarroliado rapida-
mente por sus aplicaciones tanto como modelos
de membrana como en aplicaciones de encapsu-
lacién y proteccion de distintas sustancias (7, 8,
9). kbstas vesiculas se aplican también como
transportadores de distintos agentes al interior
de células en experimentos “in vitro" tanto para
agentes de naturaleza hidrofilica como lipofilica.
La inclusion de colesterol en las membranas lipi-
dicas da lugar a un efecto condensante de dichas
estructuras que tiende a retardar la penetracién
de proteinas en dichas membranas disminuyen-
do su permeabilidad (19). La presencia de este
componente es también un factor muy importan-
e para obtener formulaciones de liposomas mas
estables en medios bioldgicos vy mas adecuados
coma carriers de distintos producios quimicos

(11).

E trabajos previos, se ha investigado en
nuestiro laboratorio el uso de liposomas constitui-
dos por fosfatidiicolina como vehiculos de solu-
ciones acuosas de hipoclorito sddico en fa clora-
cién de la fana (12). Dicha aplicacién ha demos-
trado ser una interesante alternativa al proceso de
cloracion convencional obteniéndose una mejora
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en la regularidad y homogeneidad de estos trata-
mientos y minimizando el deterioro sobre la lana.

En el presente trabajo, dado que el colestarol
25 uno de los componentes mas impaoriantes de
fos lipidos internos de la lana (13), se ha estudia-
do el efecto causado por la inclusitn de dicho lipi-
do en liposomas constituidos por fosfatidilcolina a
fin de obtener mejoras en el proceso ya estudiado
de cloracion de la lana via liposomas. A tal fin, se
ha estudiado la estabilidad fisica de dichas sus-
pensicnes de liposomas en presencia de solucio-
nes de hipoclorito sédico a distintas concentracio-
nes y para liposomas constitfuidos por diferentes
composiciones lipidicas (relacicnes molares
PC:CH, entre 10:0 y 8:2). El estudio de la estabili-
dad quimica de los liposomas se ha basado enia
determinacion del indice de peroxidacion de los li-
pidos constitutivos de dichoes liposomas a diferen-
tes concentraciones de cloro activo a un valor de
pH de 6.5, En reiacion con los efectos oxidativos
causados por las soluciones de hipoclorito sédico
sobre la lana se ha estudiado ia formacién de 4ci-
do cisteinico en la lana clorada en funcidn de los
tratamientos oxidativos realizados, comparando
los resultados obtenidos en cloraciones realiza-
das por el procedimiento convencional con ague-
flos obtenidos via lipesomas para un rango de
concentraciones lipidicas comprendido entre 0.5
y 25 mM.

EXPERIMENTAL
Materiales

Se utilizé lana Merino Australiana 64,8. Las
muestras fueron extraidas con Soxhiet durante 2
horas con cloruro de metilenc y lavadas con agua
purificada por el método de Milli-Ro (Millipore),a
fin de extraer todos sus componentes contami-
nantes. Las muestras se secaron a temperatura
ambiente.

La fosfatidilcolina (PC) se purifico a partir de
lecitina de huevo (Merck) segtin el método descri-
to por Singleton (14), comprobandose su pureza
por TLC. La composicién en dcidos grasos de la
PC determinada por GLC, fue la siguiente: 4cido
palmitico (16:0), 37,7%, acido estedrico (18:0),
7.08%, acido oleico (18:1), 36,4%, acido linoleico
(18:2), 17,5%, El colesterol (CH) fue suministrado
por Sigma. La solucién de hipoclorito sédico dsl
8% peso/volumen en clore activo fue suministra-
do por Carlo Erba

Las membranas de policarbonato de tamafio
de poro de 200, 400 y 800 nm utilizadas para la
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exirusién de liposomas fueron suministradas por
Nucieopore.

Métodos

Preparacién de Liposomas unilamelares
(LUV)

Suspensiones de liposomas unilamelares
(LUV) de un tamafio definido de particulas (200
nm}, a diferentes concentraciones de lipide {entre
1.0y 25.0 mM) y conteniendo diversas concentra-
ciones de hipoclorito sédico, se prepararon esen-
cialmente siguiendo el método descrito por Bang-
ham que se describe a continuacién de forma re-
sumida (15}).

Se formé un film de lipide en un matraz apro-
piado por eliminacién del disolvente organico. Di-
cha evaporacién se realizd bajo atmdsiera de ni-
irégeno y vacio suave (350 mm Hg) por evapora-
cion rotatoria de la solucién de cloroformo que
contenia los lipidos disueltos fosfatidilcolina/co-
lesterol (relaciones molares 10:0, 9:1 y 8:2). A
continuacion se afiadié una fase acuosa conte-
niendo KC1 {200 mM) vy diferentes concentracio-
nes de hipoclorito sédico (0,07%, 0,14% y 0,28%
Cl, peso/voiumen). Las soluciones se agitaron cir-
cuiarmente utilizando rotavapor. Se obtuvieron
asi suspensiones lechosas de liposomas gue fue-
ron nuevamente agitadas con vértex durante 5 mi-
nutos. Las suspensiones de liposomas fueron en-
tonces extruidas a través de membranas de poli-
carbonato de tamafios de 800, 400 y 200 nm a fin
de obtener un tamafio uniforme de vesicula (16}
El pH de la suspensién se ajustd a 6.5 con &cido
clorhidrico 4 N. Finalmente, se determind el con-
tenido en cloro de 1as suspensiones de liposomas
obtenidas por el método iodométrico (17).

Cloracion de fibras de lana

Se trataron fibras de lana Merino (1 g) con las
suspensiones de liposomas unilamelares (70 ml)
recientemente preparados a diferentes concen-
traciones de lipidos (de 1.0 2 25.0 mM) y conte-
niendo ires diferentes concentraciones de sodio
hipoclorito (0,07%, 0,14% y 0,28% CI2 peso/volu-
men)}, después de ajustar ¢l pH de las suspensio-
nes de liposomas a 1.5 con dcido clorhidrico (tam-
pon KCI/HC!). Los tratamientos se realizaron du-
rante un perfodo de 15 minutos a unatemperatura
de 20%C con agitacién constante en un matraz ce-
rrado. Después de los tratamientos, las muestras
fueron lavadas con agua y tratadas con una solu-
cion de metabisulfito sédico al 1%, manteniendo
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una relacion de bafio 1/30 y durante un perfodo de
5 minutos a fin de eliminar el exceso de reactivo
oxidante. Las muestiras de lana clorada se lava-
ron con agua destilada y se secaron a temperatu-
ra ambiente.

Estabilidad de las preparaciones de
liposomas y caracterizacion quimica

Eltamafio medio y la polidispersidad de las
preparaciones de liposomas unilamelares se de-
termind utitizando el Espectrémetro Foton Corre-
lador (Malvern Autosizer I C). Las muestras se
ajustaron al rango de concentraciones adecuado
utilizando una soiucién de 200 mM KCl a pH 6.5.
l.as lecturas se realizaron a 20°C con un angulo
de lectura de 90°.

El estado de agregacion de las vesiculas se
estimo como una medida del grado de estabilidad
i{sica de los liposomas. Estas medidas se realiza-
ron midiendo las variaciones en absorbancia de
las suspensiones de liposomas (conceniracion de
lipido 5.0 mM)} utilizando el espectrofoidometro
Shimadzu UV 265 FW (a una longitud de onda de
500 nm, para una cubeta de 0,2 cm de anchura),
asi como midiendo las variaciones de la distribu-
cion media de tamafio de las vesiculas de los lipo-
somas a lo largo del tiempo.

La concentracion de lipido de las suspensio-
nes de liposomas se determindé por medio del mé-
todo espectrofoiométrico del 4cido ascdrbico para
valoracién del fésforo total (18).

Segun Kelin {19), la relacidn entre las adsor-
bancias a 233 y 215 nm puede tomarse como una
medida de la peroxidacion de las cadenas hidro-
carbonadas de los lipidos constitutives de liposo-
mas. En el presente trabajo se determind la pre-
sencia de dienos conjugados después de ahadir
0,1 ml de una preparacion determinada de liposo-
mas (concentracion de lipidos 20 mM en una solu-
cidn acuosa 200 mM de KCI) a 3,0 m! de etanol
absoluto, midiendo la absorbancia en una cubeta
de 1.0 cm de anchura a 233 nmy 215 nm, utilizan-
do un espectrofotometro Shimadzu UV-240.

Los lipidos contenidos en las preparagiones
de liposomas se separaron por repetidas exirac-
cignes con hexano, separdndose por sliminacion
del disolvente. La composicién en acidos grasos
se determind cuaniitativamente como derivados
de ésteres metiticos (20}, en un cromatégrafo de
gases Hewlett Packard 5840 A G.C. equipado con
detector de ionizacién a ia llama utilizando acido
heptadecanoico como patron interno. Los esteres
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Fig. 1. Variacidn de la absorbancia de L.UV lipesomas conteniendo cantidades crecientes de colestero! en las bicapas (relaciones
molares PC:CH comprendidas entre 10:0 y 8:2) a diferentes relaciones motares cloro/lipido {K), a pH 6.5 con respecto ai tiempo.

metilicos de los dcidos grasos se prepararon por
el meétodo de diazometano (21).

Determinacion del grado de oxidaciéon de la
lana

El estado de oxidacion de las fibras de lana se
determind midiendo el contenido en acido cistel-
nice de ias muestras de lana cloradas segun el
método descrito por la International Wool Textile
Organization (IWTQ) (22).

RESULTADOS

Estabilidad fisica de las preparaciones de
liposomas

Los cambios en el tamafio medio de las vesi-
culas liposomicas unilamelares debidos a fend-
menos de agregacién o selubilizacidn fueron de-
terminados analizando los cambios producidos
en la absorbancia de las suspensiones indicadas,
asi como determinando el tamafio medio de distri-
bucién de dichas vesiculas. Estas determinacio-
nes se realizaron utilizando técnicas espectrofo-
tométricas asi como técnicas de determinacion de
guasi-elastic light scattering {23, 24) respectiva-
mente. La concentracidn de cloro presente en ca-
da una de las suspensiones de liposomas se indi-
ca como la relacién molar existente entre los com-
ponentes cloro y lipido, que en este irabajo se de-
fine por la constante K.
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La Figura 1 indica ios cambios en la densidad
Gptica de suspensiones de liposomas contenien-
do cioro a un valor de pH 6.5, para diferentes rela-
ciones molares K en funcion del tiempo. En dicha
Figura puede observarse gque los valores de den-
sidad optica decrecen linealmente con el tiempo,
siendo este proceso especialmente acusado para
valores de K superiores a 40 (disminucién del
20% de adsorbancia tras 4-6 horas de interaccién
para valores de K= 40). Para valores de K meno-
res de 5, los cambios de adsorbancia de estos sis-
temas con respecto al tiempo se redujeron consi-
derablemente. Asi, para valores de K= 5,0, sola-
mente se observé el 30% de disminucién en los
valores de absorbancia transcurridas 24 horas de
la preparacion de las mencionadas suspensio-
nes. Ademas, cantidades crecientes de colesterol
en las bicapas lipidicas dieron Jugar a un aumento
en la estabilidad de estas estructuras indepen-
dientemente de la relacién K (relacién molar clo-
roflipido). Asl, las suspensiones de liposomas pa-
ra K= 5y conteniendc la mayor proporcion relati-
va de colesteroi (relacién molar PC.CH 8:2) sola-
mente experimentaron una disminuncién en los
valores de absorbancia aproximadamente dei
20% transcurridas 24 horas después de la prepa-
racion de las mencionadas suspensiones.

Asimismo, en la Tabia 1 se indican las varia-
ciones del tamafo medio de las vesiculas de lipo-
somas con el tiempo para un valor de K = 5.0,
Puede observarse un ligero descenso en el tama-
fio medio de las particulas con el tiempo, aunque
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TABLA 1
Variaciones del famafo medic y de la polidispersidad de suspensiones de liposomas conteniendo cantidades crecientes de
colesterol {relaciones molares PC:CH 10:0, 9:1 y 8:2) a pH 8.5 para una relacion molar K = 5.0 en funcidn del tiempo.
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Atamano medio de particula
B indice de polidispersidad

el coeficiente de polidispersidad se mantiene infe-
rior a 0.25 incluso transcurridas 24 horas de ia
preparacién de dichas suspensiones, Es intere-
sante sefalar gue la presencia de cantidades cre-
cientes de colesterol en los lipesomas aumentd la
estabilidad de estas estructuras en relacion a su
agregacion, mejorando tanto el tamano medio de
particulas como sus indices de polidispersidad.
t.os resultados indicados en dicha Tabia scn co-
herentes con los presentados en la Figura 1.

Estabilidad a la oxidacién de las
preparaciones de liposomas

Las interacclones oxidativas que se producen
entre las soluciones de hipoclorito sddico conteni-
das en ios liposomas y las bicapas lipidicas pue-

den presentar dos formas de degradacion en sis-
temas acuosos en funcién del vaiordelpHy dela
concentracion de cloro existente en ef medio de
reaccién. Asi, puede producirse hidrdlisis de los
eniaces ester con formacion de compuestos liso-
fosfatidos y dcidos grasos libres, ¢ bien puede
producirse oxidacion de las cadenas hidrocarbo-
nadas de dichos acidos grasos. En este trabajo se
determinaron las concentraciones de acidos gra-
sos libres resultantes de la mencionada hidrdlisis
por cromatografia de gases (GLC) (20, 21), v la
formacién de dienos conjugados en los acidos
grasos insaturados se termind midiendo el indice
de oxidacion definido como el cociente de los va-
lores de adsorcion optica de las suspensiones de
liposomas medidos a 233 nmy 215 nm. Estas re-
laciones de adsorbancia se consideraron como

1.000
K=2g, Km//‘///
g 0.800 __ —
.a @t
o1
4= )
‘2 0.600 =5
< .
S
5 0.400.
2
= : .
= 0.200 7/ -~ b
0 5 10 15 20
pH= 6.5 Tiempo [horas]

Fig. 2. Variacién del indice de peroxidacién de LUV tiposomas conteniendo cantidades crecigntes de colesterol en las bicapas (re-
taciones molares PC:CH comprendidas entre 10:0 y 8:2) & diferentes relaciones molares cloro/lipido (K}, a pH 6.5 con respecto al

tiempo.
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una medida del nivel peroxidacién lipidica (19,
25).

A) Determinacion de dienos conjugados

El incremento de la peroxidacidn lipidica de
tas cadenas hidrocarbonadas de los acidos gra-
s0s componentes de los lipidos estudiados impli-
ca un incremento de la adsorcidén a 233 nm, mien-
tras que los valores de adsorcién a 215 nm per-
manecen constantes hasta que la relacion de ad-
sorcion entre 233 nm y 215 nm alcanza el vaior
maximo de 0,8. El parameiro “indice de oxida-
¢ién” solo puede ser utilizade de manera reprodu-
cibie para valores inferiores a 0,8 (25) y durante
los instanies iniciales de procesos en 10s que se
produce una peroxidacion rapida.

Enla Figura 2, se indican los “indices de pero-
xidacién” de suspensiones de liposomas unilame-
lares (LUV) conteniendo diferentes concentracio-
nes de hipoclorito sddico {concentracion de lipido
20.0 mM), a pH 8,5 representados frente al tiem-
po. Puede observarse que los valores del “indice
de peroxidacién” aumentan linealmente con el
tiempo para cada una de las relaciones molares
clorofifpido (K) en las diferenies suspensiones de
liposomas estudiadas. Asi, para valores de K del
orden de 20, la peroxidacién lipidica aumenta ra-
pidamente (indice de peroxidacion de 0,8 des-
pués de 6-7 horas de tratamiento), mientras que
para valores de K menores, el incremento del indi-
ce de peroxidacién no es tan rapido, siendo nece-
sarias aproximadamente 21 horas para detectar
valores dé dicho indice del orden de G,8 para una
relacion de K de aproximadamente 5.0. Ademas,
la presencia de cantidades crecientes de colesie-
rol en ias bicapas lipidicas hacen estas vesiculas
progresivametne mas resistentss a la peroxida-
cion lipidica, especialmente para valores de K in-
feriores a 5.0,

B) Hidrélisis de las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos

Se realizaron andlisis secuenciales de la com-
posicién de dcidos grasos de los lipidos por cro-
matografia de gases, a fin de determinar fos cam-
bios en las concentraciones de dcidos grasos de
las suspensiones de liposomas en funcion del
tiempo, en presencia de soluciones de hipoclorito
sédico a pH 6.5 y con relaciones molares de clo-
roflipido (K} de 2.5. l.os resultados obtenidos nos
indican que las suspensiones de liposomas inves-
tigadas, durante 24 horas (fomando muestras ca-
da hora) no presentaban reacciones de hidrolisis
de los enlaces de éster de las moléculas de lipido,
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por 1o que solamente se detectaron las moléculas
de! 4cido heptadecanoico utilizade como patrén
interno.

En términos generales, la presencia de hipo-
clorite sédico en el interior de los liposomas pue-
de ser considerado el facter determinante de la
estabilidad fisico-quimica de dichas estructuras.
En este sentido, considerando que el acido hipo-
cloroso predomina a pH 6.5 tanto en el interior de
las vesiculas, como en el medio acuoso gue las
rodea, podemos concluir de los resuitados obteni-
dos que la estabilidad de estos sistemas respecto
al tiempo depende directamaente tanto en la reta-
cion molar existente entre el agentie oxidante y los
lipidos. Solo para valores de Kinferiores a 2.0
pueden apreciarse a este valor de pH sistemas fi-
sico-quimica estables para un perfodo de 24 ho-
ras. La presencia de cantidades crecientes de co-
lesterol en las bicapas da lugar a un aumento de
estabilidad de dichos sistemas tanto con respecto
a la peroxidacién fipidica como a la agregacion de
vesicuias.

Tratamientos de muestras de lana con
liposomas conteniendo cloro

Fibras de lana se trataron con suspensiones
de liposomas conteniendo cloro a pH 6.5 y poste-
riormente ajustadas a pH 1,5 segln las especifi-
caciones experimentales detalladas anteriormen-
te. L.a Figura 3 indica el contenido en &cido cistei-
nico {micro moles/g de lana) de muestras de lana
tratadas con liposomas conteniendo cloro a tres
conceniracionas de dicho componenie oxidativo
(0,07%, 0,14% y 0,28% peso/voiumen), para un
intervalo de concentraciones de dicho componen-
te comprendido entre Gy 25.0 mM para tres dife-
rentes composiciones lipidicas (relaciones mola-
res PC:CH 10:0, 2:1y 8:2).

Puede observarse una ciara inhibicidn (50%
aproximadamente) en la formacion del acido cis-
teinico para las trés concentraciones de cloro in-
vestigadas. Esta inhibicién parece estar estrecha-
mente relacionada con la relacion molar existente
entre el cloro v los lipidos presentes en los liposo-
mas. La presencia de cantidades crecientes de
colesterol en las bicapas dio lugar a un aumento
en la capacidad de los liposomas de inhibir la oxi-
dacién de la lana. Asi, en el tratamiento de las la-
na a uha congentracidn de cloro activo del 0.28%
{curvas A), los liposomas gue contenian la maxi-
ma concentracién de colestercl {relacion molar
PC:CH 8:2) dieron lugar a una inhibicién en ia for-
macion del dcido cisteinico a partir de un vaior de
K = 12.9, mientras que liposomas sin colesterol
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Fig. 3. Variacidn en el contenido de acido cisteinico de las muestras de lana coloradas por
medio de LUV liposomas conteniendo cantidades crecientes de colesterol en las bicapas
(relaciones molares PC:CH comprendidas entre 10:0 v 8:2) a tres diferentes concentracio-
nes de cloro activo (A = 0.28%, B = 0.14% y C = 0.07% w/v) con respecte a ia concentracion

conceniracion en cloro acti-
vo en |os liposomas con una
retacion molar PC: CH 10:0
y 91,

Respecto a ia estabili-
dad fisico-quimica de los li-
posomas conteniendo cloro
activo a pH 1.5, durante los
tratamientos de lana, cuan-
do el valor de K fue aproxi-
madamente 2.0, se produjo
fras una hora de tralamien-
1o una total hidrolisis de las
cadenas hidrocarbonadas
de los lipidos. En este ¢caso
los dcidos grasos de C16,
C18,C18:1y C18:2 se de-
tectaron por cromatografia
de gases en la misma pro-

lipidica de los liposomas.

manifestaron esta capacidad a partir de menores
valores de K (K = 9.75). En consecuencia, en &l
primer caso menores concentraciones de lipido
fueron necesarias para iniciar este efecto inhibito-

rio. Una iendencia similar
se observd para todas las
concentraciones de cloro
estudiadas (curvas By C
correspondienies a concen-
traciones de cloro activo del
0.14 y 0.07% respectiva-
mente).

Al representar l1a rela-
¢ion motlar cloro/lipido (K)
necesaria para iniciar la ca-
pacidad inhibitoria de for-
macion de acidoe cisteinico
enlalanacloradafrenieala
¢concentracion de cloro acti-
vo en los liposomas, se ob-
tienen las curvas indicadas
en la Figura 4. Es intere-
sante observar gue los tipo-
somas que contenian la
mayor concentracion de co-
lesteroi en sus bicapas (re-
lacién melar PC.CH 8:2) in-
hibieron en todos los casos
la formacién de acido ciste-
fnico para mayores valores
de K. Sin embargo, esta ca-
pacidad inhibitoria disminu-
yé a medida que aumentd la
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porcién que en la que exis-
ten en la molécuia fosfolipi-
dica. Asimismo, el indice de
peroxidacion se increments rapidamente alcan-
zando valores de 0,8 en el mismo periodo de tiem-
po. Asimismo, la distribucidn del tamafio medio de
las vesiculas durante dichas aplicaciones mostré

17.5 4

15.0 . u

12.5 . N "

K [Relacion Molar}
»

10.0 |
/.
£ ]
o/
75
0.07 0.14 0.21 0.28
Cl, [%]

Fig. 4. Variacién de la relacion molar cloro/lipido necesaria para promover ia capacidad in-
hibitoria de formacion de dcido cisteinico en muestras de lana celoradas por medio de LUV
liposomas conteniende cantidades crecientes de colesterol en fas bicapas {relaciones mo-
lares PC:CH comprendidas entre 10:0 v (:2) con respecto a la concentracién de ctoro en los
linosomas (%).
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una rapida degradacion de dichas vesiculas. Am-
bos efectos oxidatives se produjeron comao conse-
cuencia de la presencia de ia especie quimica de
cloro libre en la suspension de liposomas a dicho
valor de pH.

En nuestra opinidn, la mayor contribucién de
este irabajo es presentar alguncs aspectos rela-
cionados con el efecto inhibitorio en la formacion
de 4cido cisteinico en procesos de cloracion de la
lana por aplicacidn de sistemas de liposomas for-
mados por fosfatidilcolina y colesierol a diferentes
relaciones molares de ambos componenies y
conteniendoe distintas concentraciones de dicho
agente oxidanie. La inclusion de colesteroi en las
bicapas lipidicas ha demostrado ser un factor muy
importante & fin de obtener formulaciones de lipo-
somas mas estables con respeto a las soluciones
de hipoclerito sédico a valores de pH neutros,
siendo también especialmente adecuados como
carriers en procesos de coloracion de lalana a pH
acido. Estos factores pueden tener interesanies
aplicaciones tecnoldgicas, tanto en los menciona-
dos procesos de cloracién de ia lana como en
otras etapas del procesado industrial de la misma.
En particular, durante los procesocs convenciona-
ies de cloracién, existe una fuerte afinidad entre el
cloro activo vy ias fibras de lana, la cual determina
una reaccién demasiade rapida e irregular. Esta
irregularidad puede afectar a los procesos subsi-
guientes del acabado de la lana tales como tintu-
ra, procesos de antiencogimiento etc. La presen-
cia de colesterol en los liposomas puede inhibir el
exceso de oxidacién que se produce en la clora-
cion de lalana en ausencia de dichos liposomas o
usando liposomas Unicamente constituidos por
fosfatidilcolina, promoviendo un mas regular ata-
gue oxidative de la superficie de las fibras y au-
mentando la eficacia de los tratamientos posterio-
res ya mencionados.

CONCLUSIONES

De los resultados expuestos se puede con-
cluir gue un nuevo meétodo de cloracion de la lana
a pH acido via liposomas puede ser considerado
adecuado para inhibir o modular la formacién de
Acido cisteinico enlas fibras de lana. La presencia
de colesterol en dichas bicapas lipidicas mejora
tanto la estabilidad de los liposomas a la agrega-
cién como su aplicabilidad en los procesos de clo-
racion de la lana.

Los resultados sobre la estabilidad fisico-qui-
mica de las suspensiones de liposomas conte-
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niendo cloro a pH 6.5 indican que para relaciones
motares clore/lipido (K}, menores de 2.0 las sus-
pensiones de liposomas fueron estables durante
un periodo de 24 horas. Cantidades crecientes de
colesterol en las bicapas lipidicas aumentaron la
estabilidad fisicoguimica de las suspensiones de
liposomas haciendo estas estruciuras lipidicas
mas resistentes a la agregacién asi como a la pe-
roxidacién lipidica.

L.a cloracién de la lana via liposomas forma-
dos por fosfatidilcolina y colesterol (relaciones
molares PC:CH desde 10:0 a 8:2) inhibe la forma-
cion de acido cisteinico en la misma. La presencia
de cantidades crecientes de colesterol en {as bi-
capas lipidicas aumenté dicha capacidad inhibito-
ria. Esta mejora fue obienida en todas las relacio-
nes molares cloro/lipido investigadas, indepen-
dientemente de la concentracion de cloro activo
usado en cada caso.

Este nuevo metodo de cloracion consiste en
preparar suspensiones de liposomas formados
por mezclas de fosfatidilcolina y colesterol a dis-
tintas relaciones molares (relacionas molares
PC:CH comprendidas entre 10:0 y 8:2) y conte-
niendo crecientes concentraciones de hipoclorito
sédice a un valor de pH 6.5 y una relacién molar
cloro/lipido (K) comprendida enire 1.0y 40.
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