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Contribucién al estudio del precipitado
toxina-antitoxina diftérica

Por Fernando Modern y Raul Wernicke

Persiguiendo la obtencién de antitoxinas diftéricas muy
purificadas, es decir, de gran valor antitéxico con respecto a
su contenido protéico nos preocupamos de estudiar las condi-
ciones 6ptimas de recuperacién de la antitoxina por disociacién
del precipitado toxina-antitoxina (que en adelante llamaremos
T - A) obtenido siguiendo el método indicado por Ramén (1),

Los datos existentes en la literatura al respecto son poco
concretos, v no hemos encontrado ningtn estudio sistematico
sobre tan interesante problema.

De manera que hemos iniciado nuestras investigaciones
por determinar la solubilidad del precipitado T - A. y luego los
factores que influyen en su disociacién a fin de establecer nor-
mas para la mejor recuperaciéon de la antitoxina.

En nuestros ensayos hemos empleado los siguientes ma-
teriales:

Suero N2 339 ........... 350 U.A./em.3
5 e e 200 ’
» Ne232 ........... 1200 ’

Toxina Ne 232 con un L+ = 0,11

La técnica para obtener el precipitado T - A fué la siguien-
te: Determinamos para cada suero el valor Kf (tiempo trans-
currido, en minutos, hasta la aparicién del precipitado en el
primer tubo que flocula), calentando la serie de tubos que con-
tienen la mezclas toxina-antitoxina en proporciones variables,
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en un termostato a 56°. Cada vez que deseamos mayor cantidad
de precipitado operamos en las mismags condiciones empleando
la mezcla toxina-antitoxina en las proporciones correspondien-
tes al tubo que mas rapidamente floculaba. El precipitado per-
manecia 24 horas a la temperatura ambiente, en el liquido
donde se generd, y luego se separaba por centrifugacién y se
suspendia en solucién fisiolégica. Nunca lavamos el precipi-
tado excepto en un caso que consignamos y que lo hicimos em-
pleando agua destilada.

I

Las medidas de unidades antitéxicas fueron hechas “in
vive”, segliin el método de Ehrlich, neutralizando con bicarbo-
nato de sodio la solucién de: antitoxina antes de mezclarla a
la toxina.

Las medidas de pH fueron efectuadas potenciométrica-
mente.

Hicimos las determinaciones de proteina por valoracién
del nitrégeno segin Kjeldahl (volumétrico) . ’

Los demaéas datos los consignamos en cada experimento.

SOLUBILIDAD DEL PRECIPITADO TOXINA-ANTITOXINA A

DISTINTOS pH

Empezamos por determinar a que pH se obtiene una di-
solucién completa del precipitado, al punto que proporcione un
liguido perfectamente limpido. Usamos como disolvente Acido
acético, 4acido clorhidrico y mezclas reguladoras de Walpole
(4cido acético - acetato sédico) .

En el siguiente cuadro consighamos datos extraidos de di-
versos ensayos, en que hemos operado con precipitados obteni-
dos con distintos sueros y toxinas, obteniendo soluciones de
distintas concentraciones. Se ve claramente que el precipitado
toxina-antitoxina se disuelve perfectamente cuando la solucién
final tiene un pH no mayor de 3.6. En liquidos més acidos se
obtiene también una disolucién completa y en cambio, para li-
quidos de pH mayores de 3.6 la solubilidad disminuye, pare-
ciendo anularse a X pH = 5. Para mayores alcalinidades se
observa una clarificacién de la emulsién, pero la disolucién no
es completa ni atin a pH = 9.
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Cuapro I

Emaulsién del ppdo T-A DISOLVENTE Volimen LIQUIDO FINAL
Suero Toxina Conoentras de‘.solu.cién
cién* Volumen Clase Volumen | pH | fisiolégica |Volumen | pH Aspecto
P 687 253 - i:1 2 eml? CH, COOH N/10 6 cm?® | 2.78 2 em? 10 ¢m.® | 3.46 | limpido
4 750 234 1:1 3 ., " " 7 ., 2.78 — 10 ,, 3.54 »
687 253 1:1 2 » " 4 2,78 4 cm? 10 3.67 | opalecente
650 234> 1:1 2, Mezcla Walpole 8 , 3.07 — 10 3.96 "
339 234 1:1 2, ” ’ 8 , 4.16 — 10 ,, 4.72| Grumos dep6sito
339 234 1:1 2, " " 8 5.30 — 10 ,, — " "
339 235 2:1 1 CH, COOH ~/10 9 , 2.78 — 10 2.98 | limpido
339 235 2:1 2, " " 8 , 2.78 — 10 3.07 ”
339 235 2:1 5 " " 10 ,, 2.78 — 15 ,, 3.29 ”
339 234 1:1 1, Mozcla Walpole 4 3.29 — 5 , - ”
339 234 1:1 1, " “ 4 4.30 — 5 — | opalecente y. ppdo.
339 234 1:1 1, " " 4 5.32 — 5 , — | tarbios y. ppdo.
339 235 1:1 1, [HC 45 4, |2.20 - 5 ., | — |limpido
330 235 1:1 1, | HC 5 4 ., |1.15 — 5 — "
’ *) Referida al volumen del suero inicial. Cuando el precipitado T -A se suspende en un volumen de solucién fisio-

légica igual al del suero

centracién es 2:1.

inicial, su concentracién es 1:1, y suspendido en un volumen

igual a la mitad del suero inicial, su con-
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RECUPERACION DE LA ANTITOXINA DIFTERICA POR DISOCIACION
DEL PRECIPITADO T - A

Ya Ramoén observé que disolviendo en acido acético diluido
el precipitado T - A se disocia, destruyéndose la toxina y que-
dando libre en gran proporcién, la antitoxina. No hemos en-
contrado en la literatura un estudio sisteméatico de tan intere-
sante asunto, por-lo cual nos preocupamos de dilucidar las
condiciones en que la recuperacién de antitoxina es 6ptima.

Cuapro II

Suero | Diluci6o Disolvente pH. Medido TA Rendi-
a los em? [ miento %

339 1:5 CH, COOH 2.78 5 dias 30 43
770 1:60 " . 2.94 6 8 40
339 1: . , 2.98 4 30 43
339 2. y 3.07 | 4 65 | 46
339 2: " ” 3.29 4 100 43
339 1:5 Mezcla Walpole 3.29 5 30 43
339 3:10 | CH, COOH 3.54 {10 > 35 > 50
200U0. | 1:9 ’ ’ 3.62 3 . 15 54
339 1:5 Mezcla Walpole 3.96 6 15-25 < 36
339 1:5 " ” 4.30 5 4 —
339 1:5 " ' 4,72 6 <5 —
339 1:5 . " 5.32 5 <2 —
339 1:5 vs . 5.50 6 <5 -
200 U. | 1:9 Na OH N/100 9.5 K <5 L -
339 1:5 HCL N/100 — 3 ., <20 <28
339 1:5 HCL N10 — 3, <10 <14

a) Influencia del pH de la solucién del precipitado T - A.
Las soluciones que ensayamos fueron hechas en disolventes cu-
yos pH variaban entre 1 y 9.5. No siempre obteniamos diso-
lucién completa del precipitado, pero asimismo determinamos
las unidades antitéxicas disueltas, admitiendo la posibilidad de
un fraccionamiento por solubilidad o insolubilidad selectiva de
las antitoxinas.

Vol. V. N* 6
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En el cuadro N°¢ 2 consignamos los resultados que hemos
cbtenido y en él se destaca claramente, que el maximo de recu-
peracion se logra cuando la solucién del precipitado T - A tiene
un pH ccmprendido en la zona 3 - 3.6, que corresponde al limite
de solubilidad.

b) Influencia del tiempo tramscurrido entre la disolucién
Y la medicion de unidades antitéxicas. Hemos podido compro-
bar que si bien la disociacién del precipitado se produce tan
pronto como se lo disuelve en medio acido, el poder antitéxico
de esta solucién crece a medida que transcurre el tiempo, para
alcanzar un valor 6ptimo al cabo de varias semanas, observan-
dose luego un decrecimiento en el contenido en antitoxinas.

En el cuadro N° 2 figuran los datos relativos a uno de
nuestros ensayos, en el que hemos operado a distintos pH. Es
bien evidente el aumento del poder antitoéxico de la solucidn,
gque puede ser interpretado o bien por una disociacién creciente
del precipitado neutro, o por una destruccién creciente de la
toxina libre. Creemos ser mas aceptable la primera explicacién
por la poca estabilidad de la toxina en medios de pH tan bajos.

¢) Influencia de la temperatura a la que se mantiene la
solucion deida del precipitado T - A. Sometiendo las soluciones
de precipitado neutro T - A obtenidos en iguales condiciones, a
distintas temperaturas se obtienen distintos resultados en las
proporciones antitéxicas recuperadas. Estos resultados se evi-
dencian en los cuadros N¢ 3 y 4, en los que figuran los datos
de disociaciones realizadas a 3°, 15° y 37° C.

Cuapro III

o a s 2 [l « . L =)

': - < e |2, 5 Unidades antitoxicas recuperadas ‘{::;

= a ak |l o5 | @ |— 2

o s = 25| L . @ @ g
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XXVIL |5 cem.?10cm.®| 2:3]3.29|37°|> 95 120 (<100 95 | 40°%
XXIX 2.,,]18, 2:5(3.07|37*|> 60 |< 65 |< 55 451 32°%
XXX 1,19, 1:5]2.98137° 30 |< 35 |< 20 (<15 (<21%

XXXI |5 cem?|10em.®| 2:3/3.20] 3°| 80| 115| 115| 130 | 56
XXXII |2 ,,({8, | 2:5]3.07)3|>60] 75| 8] 90| 64

xxxur (1,19, |2:10]2.98) 3°| 30| 35| 42| 45] 64




710

EL

PRECIPITADO TOXINA-ANTITOXINA DIFTERICA

Vol. V. N* 6

Cuvabpro IV

O o < S . PR E

": ) < > K - Unidades antitéxicas p. cm.® recuperadas a =]

= = = 2

Ne | EE|eg ¥ || =] B38| E

AFE R TR R R

B =2 = @ « R < — = [~
XXv 5 em3|10em.3| 3.29 90 | <95 100 | 120 | 140 60 9,
XXVI 2, 8 ,, 3.07 55 | <60 | 65 75 85 61 9,
XXVII 1, 9 , 2.98 {>25 27 30 37 47 67 9,

A baja temperatura la recuperacién es més lenta e incom-
pleta, pero a 37° sobreviene la destruccién de la antitoxina
que disminuye grandemente las proporciones de unidades an-

titéxicas recuperadas.

Es por lo tanto, conveniente efectuar las disociaciones a

temperaturas que oscilan entre 10°- 15°
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del precipitado toxina-antitoxina.

Influencia del tiempo y temperatura en la recuperacién de antitoxina
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A

RENDIMIENTO Y CONTENIDO PROTEICO DE LA ANTITOXINA
RECUPERADA

El estudio del precipitado T - A ofrecia para nosotros es-
pecial interés por la posibilidad que su disociacién nos brinda-
ba, de obtener una antitoxina de gran pureza. Nos importaba
en sumo grado, conocer la proporcion de antitoxina recuperada
con respecto a la empleada para obtener el precipitado, es de-
cir, el rendimiento de la recuperacion, y ademas tenia especial
importancia para nosotros conocer el grado de purificacién al-
canzado, expresado por el aumento de unidades antitéxicas li-
gadas a un gramo de proteina.

En el cuadro N° 5 figura el rendimiento a distintas di-
luciones (1:3, 1:5 y 1:10) de un suero que contenia 350 U.A.

por cm.3.
Cuapro V

Dilucién de Dilucién . .
N.o la suspensién | con respecto | Lroteina | U A UaA Rendi-
d%t all)npéio' a})ri;‘;:;lo 3 cm.® | gr. proteina | miento

XXXIV 1:3 2:3 0.23 140 60.900 60 9%

XXXV 1:5 2:5 0.13 85 65.300 61 %

4 XXXVI | 1:10 1:5 0.065 | 47 72.300 67 %

En el siguiente cuadro N° 6, consignamos la recuperacion
de antitoxina, del precipitado T - A obtenida de un suero de
gran valor antitéxico.

Cuabpro VI
. . Unigades antitoxicas =
9 g ° NS S recuperadas a o0 ki
=l = o=l =
" 1 L 2 = @ = FS
& = o &
& . i 2|12 & | sl 2
. =] =~ Kﬁ
49cm.*| 0.315¢m3 | 30' disuelto | 2,94 | 1.64 — — — —
49 ,, 1035 ,, 25" | el ppdo.{ 2,94 1.57 8 13 17 1009,
en 20 om.
4 385 ,, ' ) — | = =
9 ,, 10385, 40 CH.CDUHTNU- 294 | 1.52 8

|
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El rendimiento en la recuperacién es maximo a la tem-
peratura de 15° y ademas es muy acentuado el efecto de la di-
lucién (comparar cuadro 5 con cuadro 6) . Para diluciones 1:57
nos ha sido posible recuperar el 100 9 de la antitoxina.

Es evidente que cuanto mayor es el rendimiento de la re-
cuperacién mayor es el contenido de wnidades antitéxicas por
gramo de proteina. En el caso del suero N¢ 750 (cuadro 6)
que tiene 1200 U. A. por cm.? cuyo precipitado disuelto en
CH,;-COOH Y/, en una dilucién 1:57 nos di6é al cabo de 36 dias
de estar mantenido a 15° un contenido de 17 U. A. por cm.? o
sea el 100 ¢ del valor original, que représenta un valor de mds
de 100.000 U.A. por gramo de proteina, como tendremos opor-
tunidad de confirmarlo en una préxima comunicaciéon en la que
informaremos mas detenidamente sobre nuestras actuales in-
vestigaciones relativas a la obtencién de antitoxinas en alto
grado de purificacion. '

CONCLUSIONES

1. Hemos comprobado que el precipitado T - A requiere
una acidez minima correspondiente a un pH = 3.6 para entrar
completamente en solucién y que no es completamente soluble
a mayores pH.

2. Manteniendo en medio acido la solucién del precipita-
do T - A se recupera la antitoxina. Esta recuperacién es maxi-
ma para medios comprendidos en la zona pH — 3.2 a pH = 3.6.

3. La recuperacién depende de la temperatura a la que es
mantenida la solucion Acida del precipitado T - A siendo ma-
xima para la temperatura de 10°-15° C.

4. A medida que transcurre el tiempo a partir del instante
en que se ha disuelto el precipitado T - A aumenta el contenido
de unidades antitéxicas de la solucién. '

5. El rendimiento de unidades antitéxicas recuperadas del
precipitado T - A aumenta con su dilucién en la solucién acida
y en algunos casos la relacién —=2- ha alcanzado valores mas

Prot.
de 18 veces mayores que la del suero original.
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