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Por FERNANDO MODERN y GUILLERMG RUFF

En conocimiento de la patente de Parfentjev (') nos propusimos
estudiar las condiciones 6ptimas de Ia aceidn dela pepsina, papaina
v tripsina en la proteolisis del suero antidiftérico, con miras hacia
su purificacién y estudio de las condiciones fisico-quimicas de esta
desintegracién proteolitica (%). Conseguimos una buena purificaciéon
que llegaba a 62.000 U. A. por gramo de proteina. También estudia-
mos la aceidn conjunta de diversas enzimas proteoliticas: Una pre-
digestién pépsica y luego una papainica o tripsinica. Las propie-
dades antitoxicas de estas proteinas proteolizadas son iguales a las
de las antitoxinas sin modificar como lo prueban Weil, Parfentjev
y Bowman (*) en un trabajo recientemente publicado.

Ensayamos también la influencia de estas enzimas en la purifi-
cacién del suero antitetanico (*) consiguiendo una purificacién de
3 veces con respecto al suero primitivo.

Como interesaba conocer sobre qué fracciones proteicas influia
la pepsina estudiamos la accion de la pepsina sobre euglobulina,
la seudoglobulina y la albtimina (5), encontrando diferencias apre-
ciables, eliminandose por digestién y ultrafiltracién la fraccién albu-
minica en los sueros normales y antidiftéricos.

Por otra parte, diferentes autores estudian también la proteolisis
pépsica de los sueros antitéxicos; Hansen (%) describe un método
fundado en la patente de Parfentjev purificando el suero antidifté-
rico por proteolisis pépsica y adsorcién con hidrato de aluminio.
Concentra al final el suero antidiftérico precipitando las globulinas
por el método salino y dializando por ultimo.

Pope (") da un nuevo método que consiste en aplicar la termo-
coagulacién a los sueros proteolizados. El método consiste en lineas
generales en una proteolisis pépsica que no dura mas de una hora,
seguida de una termocoagulacién a 60° C en presencia de Cl Na
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al 5 9. En otro trabajo recientemente publicado Pope (?) estudia el
efecto del calor a bajo pH antes de la accién enziméatica y después,
v logra en algunos pocos casos una purificacién hasta de 5 veces.
(En general no pasa de 2,5-3,0 veces). También investiga la accién
del 8Os Am, y Cl Na en la precipitacién por el calor de las antitoxinas
proteolizadas y por Gltimo la accién de diferentes cantidades de pep-
sina en la purificacién de los sueros.

Sandor (*), aplicando el método de Pope, es decir, combinando
la accion péptica con una coagulaciéon selectiva, llega a purificar el
suero antidiftérico de 4 a 5 veces. Este mismo autor (%), por digestion
pépsica de floculados de antitoxina y toxina a 38°C y entre pH 3
v 4 consigue con s6lo un rendimiento de 25 a 30 9, una purificaciéon
de 15 a 20 veces.

Pope y Healey (), proteolizando el mismo floculado con pepsina,
obienen una antitoxina que da 135.000 unidades por gramo de pro-
teina. El rendimiento obtenido por estos autores llega al 60 9, de
las unidades primitivas.

La gran pureza obtenida por disociacion del floculado de toxina
mas antitoxina era ya conocida, y uno de nosotros (*¥), en colabora-
cién con Wernicke, estudiando esta disociaciéon por acidos, liegd a
méas de 100.000 unidades por gramo de proteinas.

En el trabajo que describimos a continuacién estudiamos todas las
variantes que intervienen en la proteolisis y en la termo-coagulacion:
influencia de diferentes concentraciones de SO;Na, y ClNa, accion
de la temperatura, del tiempo de calentamiento, diluciéon de los
sueros, accién del tricresol y otros antisépticos, ete. ,

Hemos operado con plasma, con sueros ya proteolizados, con
sueros nativos y con sueros concentrados por el método salino. Por
dltimo damos una serie de ensayos sobre las albumosas formadas
por el método de Parfentjev y que nos permiten separarlas del
suero antitéoxico.

Termocoagulaciéon del plasma. — Ensayamos un plasma que conte.
nia 800 U. A. por ecm3, al que llevamos a pH 4,0-4,1 agregando ac-
citrico al 20 9, y 5 9, de ClNa. Este plasma asi tratado fué calen-
tado a 53-54° C. durante 10-60 minutos en volimenes de 10 cm?,
agregando luego 40 cm?® de H,0, agitando y filtrando. Se pudo
comprobar que en el filtrado no se encontraba antitoxina. Pero si
tenfamos la precaucién de agregarle a cada porcion de 10 em?® del
suero anterior 0,1 gr. de pepsina (P. D. 1/10.000) el filtrado con-
tenia antitoxinas y en el Cuadro que va a continuacién damos los
resultados obtenidos.
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Cuapro I
Temperatura Cg;zzziio Unidades Proteinas U. A, p‘or Pérdids
en minutos (em?) % gr. proteina %
Plasma, origi-
na. (1-+4). — 160 2,1 7.600 —
53° 10 100 1,40 7.100 37,5
53¢ 20 100 1,35 7.400 37,5
53° 30 100 1,30 7.700 37.5
53° 60 80 1,30 6.100 50
58° 5 100 1,30 7.700 37,5
58° 10 100 1,30 7.700 37,5
58° 20 100 1,30 7.700 37,5
58° 30 80 1,30 6.100 50
58° 60 80 1,30 6.100 50

de la pepsina, pues en ausencia de esta substancia no hay redisolucion
de las antitoxinas. Luego, sin una pre-digestién pépsica no mejora
la relacién U. A/proteinas.

Pensando en la influencia que podria
la presencia de un gel, ensayamos el (PO.):Cas (preparado por la
técnica de Utkin) y el AI(OH); (Willstater). A 250 cm? de plasma se
le agregaron 10 cm?® de agua que contenia 1 gr. de pepsina y sellevd
a pH 4, otra porcion igual a pH 3,5 y por Gltimo otra a pH 3,0.

A estos pH y con pepsina se mantuvo el plasma a 47° C durante
1 hora. Luego se repartié en porciones de 50 ecm? agregandole la sal

y el gel en las siguientes proporciones:

.
dria tener en la coagulacién

1) Q,V gr. de ClNa y 25 cm? gel (PO;):Cas

2) 2 » » ClNa » 5 » = (PO4sCas
3) 275 > » ClNa » 10 » » (POs):Cas
4) 25 » > Cl Na » 20 » » (PO4)20a3

5) tal cual sin agregado de gel.

Después del agregado del CINa y del gel se calenté 10 minutos a
60° C y se completd a 100 cm? cada porecidon con HyO destilada, se
agitd y se filtré.

Se nota la influencia benéfica de la pre-digestion pépsica (com-
parar Cuadro I con II de la pagina siguiente).

A pH 4 la influencia del gel no se nota; a pH 3,5, aunque la pérdida
es igual al anterior pH la purificacién mejora, si bien tampoco el
gel no tiene ningtna influencia. A pH 3 hay destruccion elevada de
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las antitoxinas llegando al 65 9 total y también sin influencia del

gel.

Ensayamos por tltimo la influencia del AI(OH); a diferentes pH

con resultados muy parecidos a los que acabamos de detallar.

Cuapro II

No pH Unidades (cms3) Purificacién Pérdida %
1 4,0 80 2,5 50
2 4,0 80 2,5 50
3 4,0 80 2,5 50
4 4,0 80 2,5 50
5 4,0 80 2,5

1 3,5 80 47 50
2 3,5 80 6,3 50
3 3,5 80 5,0 50
4 3, 80 42 50
5 3,5 100 6,3 40
1 3,0 60 4,7 65
2 3,0 60 3,2 65
3 3,0 70 3,6 60
4 3,0 — — —

La pérdida con AI(OH); se eleva a pH 3 al 64 9, de las anti-

toxinas presentes y la relacién de purificacion llega a 4 veces.

Ensayos con sueros concentrados por proteolisis (Parfentjev). — El
suero empleado contenfa 1800 U. A. por em?® y 11,37 9, de proteinas,
y fué obtenido por proteolisis pépsica seguida de una ultrafiltracion.

Cuapro III

Temperatura Tliempo Unidades Pérdida Purificacién Unidades /g’ra mo
(minutos) (por cm3) % de proteina
52° 10 200 33 2,7 42.600
52° 20 150 50 2,25 35.500
52° 30 150 50 2,40 38.000
52° 60 150 50 2,40 38.000
58° 10 120 60 2,45 39.000
58° 20 120 60 2,70 42.500
58° 30 100 66 2,27 36.000
58° 60 80 73 2,00 31.600
Original (1+44) — 300 — — 15.800

Vol. IX N° 2
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Estudiamos la influencia de la temperatura y del tiempo de calen-
tamiento sobre estos sueros proteolizados en ausencia de pepsina,
llevando el suero a pH 4,1 agregando 0,2 9, de tricresol y 5 9,
de CINa.

Después de la termocoagulacion se diluye el suero con 4 partes de

agua, se agita y se filtra, analizando los filtrados.
En el Cuadro anterior se puede observar la influencia de la tem-

peratura y tiempo de calentamiento en la termocoagulacion.

La purificacién lograda en este ensayo con sueros proteolizados
es buena, pues se llega con una pérdida en general del 50 9, del valor
antitoxico y una purificacién de 2,5 veces.

Kl suero proteolizado daba una relacién U. A./proteinas de 15.800
y pasaba después de la termocoagulacion a un valor aproximado de
40.000 unidades. La temperatura influye en estos sueros proteoli-
zados por el método de Parfentjev y a 58° C una gran parte de las
proteinas son coaguladas, y esta coagulacién no es reversible. Si en
vez de calentar el suero a 58° C, lo hacemos a 52° C durante 10
minutos en las condiciones descritas anteriormente (Cuadro III)
recuperamos el 66 9, de las antitoxinas lilegando a obtener 42.600
unidades por gramo de proteinas. Hsta temperatura y tiempo de
calentamiento parecen ser las dptimas para disociar las proteinas
antitéxicas de las que no lo son.

Estos resultados nos indican que en los sueros proteolizados por
Parfentjev las proteinas antitoxicas han sufrido una modificaciéon
y resisten a la temperatura de la experiencia. Las otras proteinas
se separan facilmente por el solo calentamiento durante 10 minutos
a 52° C. Como se pudo ver ademés esta diferencia en una segunda
proteolisis no se modifica en forma neta conservando las proteinas
su estado fisico anterior. Si calentamos un suero antitéxico (no pro-
teolizado) compuesto de euglobulinas y seudoglobulinas y obtenidos
por los métodos clasicos de concentracién no conseguimos a ninguna
temperatura mejorar la relacién U. A./globulinas, como lo hemos
podido comprobar experimentalmente calentando por etapas estos
sueros entre 50 y 70°C.

Hicimos otra serie de ensayos sobre la influencia del calentamiento
en los sueros purificados por proteolisis pépsica utilizando un suero
que contenia 3.000 U. A./cm?® y 6,69 9, de proteinas y llevando a
pH 4 con 4cido citrico y 5 9, de ClNa. Por calentamiento durante
10 minutos a 52°-53° C con una pérdida de 35-40 9, di6 81.000 uni-
dades por gramo de proteinas. El suero originario proteolizado daba
45.000 unidades.
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Estudiamos el efecto de la pepsina en la termocoagulacién agre-
gandole al suero proteolizado (1.800 U. A./em?, 11,567 9, proteina)
pepsina y luego termocoagulando.

El suero fué llevado a pH 4,1 con 4cido citrico, se le agregd 2°%/q
de pepsina, 0,2 9, de tricresol y 5 9% de ClNa. Después de la termo-
coagulacién se diluyd en 4 partes de agua.

Cuabro IV
Temperatura, T%empo Unidades Pérdida R..el.a Cié.rf U. A./gramo
(minutos) (cms3) . purificacién

52° 10 200 33 9% 1,8 28.400
52° 20 150 50 » 1,69 26.700
52° 30 150 50 » 1,69 26.700
52° vy 50 f no flocula

58° 15 ¥ ﬁ no contiene uni-

L dades — — —

La pepsina, como se puede ver en el Cuadro anterior, no mejora
en la relacién unidades/proteinas.

Estos nos indica que los sueros obtenidos por proteolisis (Par-
fentjev) pueden ser adn purificados por una termocoagulacién en
las condiciones que nosotros experimentamos, pero que un nuevo
agregado de pepsina no influye y por lo tanto no mejora la relacion
de purificacién. En el dltimo ensayo del Cuadro IV calentamos el
suero primero 50 minutos a 52° C y luego 15 minutos a 58°, destru-
yéndose totalmente las unidades, y para terminar esta parte estudia-
mos la influencia del tricresol y ClNa en la termocoagulaciéon de los
sueros proteolizados. mpleamos para esto un suero concentrado
por proteolisis v ultrafiltracién que contenia 1.000 unidades por cm?
y cuya relacion U. A./proteinas era de 20.000 unidades.

En el Cuadro que damos a continuacién figuran los resultados
obtenidos; todas las muestras se calentaron durante 10 minutos a
52-53° C., pH 4, luego se le agreg6 4 partes de H,O, se agitd y se
filtr6. (Cuadro V, pagina siguiente).

Como hemos dicho anteriormente el suero proteolizado originario
daba una relaciéon de 20.000 U. A./gramo de proteina,y por el Cua-
dro V se ve que conviene hacer la termocoagulacién con menos ClNa
que en el ensayo 1. Con 2,5 9, de ClNa se obtiene una buena relacién
de purificacién, pues se pasa de 20.000 a 38.000 unidades. La pér-
dida de unidades antitoxicas no pasa del 40-50 9, del valor origi-
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nario. También buena purificacién se obtiene con CINa al 5 9, pero
sin tricresol (ensayo suero 2).

Cuapro V

Suero Cl Na Tricresol Purificacion Pérdida Relacién
Ne % % - % U.A./Proteinas

M 5 0,2 1,4 50 28.000

2 5 — 1,9 40 38.000

3 — 0,2 1,7 40 34.000

4 1 0,2 1,7 40 34.000

5 2,5 0,2 1,9 40 38.000

Concluyendo esta parte del trabajo podemos decir que por el
método de Parfentjev se purifican los sueros alrededor de 3 veces
con s6lo una pérdida del 15-20 9, de las unidades antitéxicas pri-
mitivas. Si estos sueros proteolizados los sometemos a una termo-
coagulacion a 52-53° en presencia de CINa se consigue ain una puri-
ficacién mayor, como se ve por las experiencias realizadas. HEsta puri-
ficacién es de 2 veces con una pérdida del 40 9, de las unidades
antitéxicas primitivas. Conseguimos en total, por lo tanto, apli-
cando estos dos métodos combinados, como lo hace Pope, una
purificacién final de 5 veces con una pérdida total de mas o menos
el 50 9, de las unidades antitéxicas primitivas.

El suero anterior daba originariamente 7.000 U. A./gramo de
proteina y después de la proteolisis pépsica llegaba a 20.000 unidades,
y por Ultimo después de la termocoagulacion a 38.000 unidades por
gramo de proteina.

Ensayos con sueros nativos (antidiftéricos). — En estos experi-
mentos ensayamos sueros de sangrias recientes. Comenzamos por
ensayar la influencia del 4cido en la proteolisis pépsica, se usé HCI,
acido oxéalico y acido citrico.

A igual pH existe una influencia marcada, pues con HCl se obtiene
una purificacion menor que con acido oxalico y con este ultimo
menor que con Aacido citrico. Las experiencias que detallamos a
continuacién nos revelan estas diferencias.

Usamos un suero de 500 U. A. por em? que lo llevamos con HCI
a pH 4,1, le agregamos 1 9 de pepsina, 5 9, de ClNa y 0,2 9, de
tricresol. Usamos 10 em? de esta mezcla y después de la termocoagu-
lacién se le agregd 40 cm?® de agua, se agité y filtrd rapidamente
(pre-digestién pépsica 2 h. 40° C.).
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Cuapro VI

Merrara b Tiempo Unidades Pérdida Relacion
o (en minutos) {cm?) % de purificacién
58° 10 80 36 1,6
58° 20 86 36 18
58° 30 80 36 2,1
58° - 60 80 36 2,45
58° 120 60 52 2,40
Original (1-+4) . — 125 —

Se nota la influencia del tiempo de calentamiento, llegando a
una purificaciéon de 2,4 a los 60 minutos y permaneciendo luego
constante. Con 4cido oxalico al mismo pH se llega a una purificacién
de 3,1 a igual temperatura y tiempo. Con 4acido citrico a pH 4,1
conseguimos una relacién de purificaciéon de 4 veces con una pérdida
del 30 9.

Ademds de todos los factores que estudiaimos en estas experiencias
nfluyen el suero utilizado, tanto en la purificacién como en la pér-
dida del valor antitézico.

Influencia del CINa y SOiNas en la coagulacién por el calor. —
Empleamos un suero antidiftérico (400 U. A./em?®) que proteolizamos
a pH 4,0 con pepsina 2°, durante 6 horas a 47° C. Luego le
agregamos SO4Na, o CINa en las cantidades indicadas en el Cuadro
que va a continuacién y termocoagulaciéon a 60° C durante 10 mi-
nutos. En esta forma se consigue una purificaciéon comprendida entre
3 y 4 veces.

Cuapro VII
Observaciones U. A./cm3 |Purificacién |Pérdidas %
100 ecm3 de suero 0,2 em? Tricresol . . . . . . . 280 3,5 30 (1)
100 » » > 0,2 » » 29 ClNa. . 230 3,6 43
100 » » > 0,2 » » 5 » ClNa . 200 3,5 50
100 » » » 0,2 » » 10 » CINa. . 200 3,9 50
100 » » » 0,2 » » 2 » SO4Nas . 350 3,6 12
100 » » » 0,2 » » 5 » SO4N&2 . 350 3,9 12
100 » > > 0,2 » » 10 » SO«Nas, . 300 3,7 25
100 » » > 0,2 » » 13 » SO4Nas . 200 3,7 50

(1) Sin tomar en cuenta la pérdida por volumen del floculado.

Vol. IX N° 2
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Estudiando los filtrados se observa que con ClNa al 5 9, y 10 9
se obtiene una pérdida del 50 %, de las unidades antitéxicas llegan-

=4

dose a una purificaciéon de mas o menos 3,5 veces.
Con S04Nas, en cambio, operando al 2-5 9 sélo se pierden el
12 %, de las unidades y se congigue una purificacion de 3,6-3,8 veces.

igu
Agregando mayores cantidades de 5O.Nay (10-13 9,) no se consigue

acién y aumenta la pérdida de unidades.

mejorar la relacion de purific
Ensayos repetidos con diferentes sueros nos revelan que siempre en
las condiciones anteriores con SO;Nas obtenemos una purificacién
que oscila entre 3,5 y 4,5. -

La pérdida de unidades con esta sal es siempre menor que la
obtenida con ClNa en la termocoagulacion.

Este método puede utilizarse en la rutina para concentraciones
de grandes volumenes de sueros, pues es una técnica facil y rapida,
que puede ser completada agregando SONa, después de la termo-
coagulacién hasta precipitaciéon de las globulinas totales (22 9)

y dialisis final.

Proteolists de sueros nabwwos en presencia de CINa, SONas, gel
(POw)eCas y albumina de huevo. — Nos interesaba conocer la influencia
de estas substancias en la proteolisis pépsica del suero antidiftérico

T3

para estudiar las relaciones de purificacién y la pérdida obtenida y
compararlas con los métodos ya descriptos.

Ademas del CINa y SOsNa; ensayamos el gel (PO4):Ca;s obtenido
segin la técnica de Utkin y ya descrito en trabajos anteriores. Se
ensaya la influencia en la proteolisis pépsica de la albimina de
huevo, pues acelera este coloide los procesos enziméaticos.

Para realizar estas operaciones empleamos un suero antidiftérico
de 500 U. A./em?® que se llevo a pH 4,1 con acido citrico al 20 9.

A un litro de este suero le agregamos 4 gr. de pepsina (P. D.
1/10.000) y se reparti6 en porciones de 200 em? cada una. A la prime-
ra porcién se le agregd 10 gr. de CiNa, a la segunda 27 gramos de
SO;Nay seco y anhidro, a la tercera 10 em?® de albimina de huevo
y a la cuarta 50 cm?® de gel (PQ4):Cas, dejando la quinta porcién
tal cual. Se pusieron luego a digerir en babdo-maria durante 6 horas
a 46° C. Luego de esta operacién a la mitad de las muestras anteriores
(100 cm?) se le agregd 0,2 cm?® de tricresol y se calent6 a 58° durante
10 minutos. Asf pudimos estudiar la purificacién, después de la pro-
teolisis y después de la termocoagulacion. (Cuadro VIII, pag. sig.).

La proteolisis en presencia de las substancias estudiadas solo es
conveniente en el caso del SO.Nay, pues se consigue una purificacién
de 3,5 veces, que pasa a 4,5 después de la termocoagulacién pero con
una pérdida del 50 9, de las unidades antitoxicas presentes.
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La albtimina de huevo influye desfavorablemente pues s6lo se
consigue una purificaciéon de 1,6 veces, en cambio con suero solo la
purificacién es de 2 veces. Kl gel (PO,)Ca;z no mejora tampoco la
relacion de purificacién. La pérdida de unidades obtenida en este

experimento con SO4Nas se debe a la precipitacion total de las euglo-
bulinas, pero si operamos con SO:Nay al 10 9 la pérdida se reduce
al 25 9.

~ ~rTTT
UUADRO V111

) ) U A ) Influencia termocoa-
Ne Observaciones . Purificacion gulacion
(em?) e
(purificacién)
1 ClNa 59 . . . . . . .. 375 3,0 4,2 —3,0=12
2 SOy Nas 13,6 9% . . . . . . 345 3,5 4,6 —3,6 =10
3 Albtimina de huevo 59, . . 360 1,6 2,45 — 1,6 = 1,85
4 Gel (POy):Caz 269 . . . . 360 2 2,62 —2 =0,52
5 Control (sin nada) . . . . . 375 2 —
1, Termocoagulacién del 1 270 4,2 —-
27 » > 2. .. 240 4,5 -
3, » > 3. .. 315 2,45 —
4, » > 4 270 2,52 —

¢) Influencia del pH en la termocoagulacion de los sueros natiwos. —
Ademas del pH se estudia la influencia conjunta del CiNa en la
termocoagulacién.

Los sueros fueron protelizados con pepsina al 2 % a pH 3,5
durante una hora a 47° C. Luego llevados al pH indicado en el
Cuadro a continuacién y calentandolos a 60° C durante 10 minutos.

Cuapro IX
S;iro pH U. A./em? Purificacién CI(;:I&
1 3,5 60 3,0 5
2 3,5 60 3,4 5
3 4,1 60 3,4 5
4 4,1 60 3,4 5
5 4,6 60 — 5
6 4,6 60 2,3 5
7 3,5 60 3,4 10
8 3,5 60 3,4 10
9 41 60 41 10
10 4,1 60 4,7 10
11 4,6 60 2,6 10
12 4,6 60 2,3 10

Vol. IX N° 2
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Bl pH 6ptimo para la termocoagulacion es 4,1 llegandose a purificar
hasta 4 veces. La pérdida en estos experimentos llega a ser del 50 7,
de las antitoxinas primitivas.
A un pH maés bajo la purificacién es menor y no pasa de 3 veces.
Podemos decir como resultado de esta experiencia que el pH 4ptimo
para la termocoagulacién se encuentra alrededor de 4.

d) Influencia de los aniisépticos en la termocoagulacion de los sueros
natiwos. — Hstudiamos la influencia del tricresol, acido fénico, ben-
zol, xilol toluol y timol en la termocoagulacion de los sueros
nativos.

El suero se llevd a pH 4,0 con acido citrico al 20 %, se le agregd
2 Y/ de pepsina y se calent6é a 47° durante 45 minutos.

Luego se le agreg6 b 9, de ClNa y 0,2 9, del antiséptico, se calentd
10 minutos a 60° y se filtré, analizando los filtrados.

Cuapro X
Slll\?:o U. A Jems Pér/;;lo]da Purificacién Antiséptico
Original 570 — — Nada
1 330 42 3,9 Nada
2 300 48 4,6 Tricresol
3 300 48 4,6 Acido fénico
4 330 42 3,8 Benzol
5 300 48 3,5 Xilol
6 300 48 3,9 Toluol
7 250 56 4,1 Timol

Unicamente el tricresol y el 4cido fénico ejercen influencia bené-
fica en la termocoagulacién: los otros antisépticos ensayados no

influyen.

e) Influencia del tiempo de digestion en la termocoagulacion de
los sueros nativos. — Empleamos un suero que contenia 650 U. A./cm?,
lo llevamos a pH 3,5 con acido citrico. y le agregamos pepsina en
la proporeciéon de 1,5 g por cada 350 cm? de suero.

Se llevaron los sueros a la estufa a 37°, dejandolos el tiempo
indicado en el Cuadro que va a continuacién. Luego se termocoaguld,
calentandolo a 60° durante 10 minutos, previo agregado de 5 9
de CINa. Después se le agrega igual volumen de agua, se agita y se
filtra.
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Crapro XTI
Suero No Tiempo de U. A.Joms Pérdida % | Purificacién
proteolisis
1 60 minutos 175 40 3,4
2 3 horas 175 40 4.0
3 24 > 17 40 4,0
4 144 » 125 57 4,2

Después de 60 minutos (ver Cuadro XI) el tiempo de proteolisis
no influye y pasando sélo de 3,4 a 4,0 veces la purificacion.

Ensayos recientes nos demuestran que la proteolisis pépsica puede
atn reducirse mucho sin que desmejore la relacién de purificacion.

1 Influencia de la dilucién y ClNa en la termocoagulacion de los
sueros natiwos. — Kl suero antidiftér de 650 U. A. 3 se lleva
con 4cido citrico a pH 4,0. Se le agrega 4 9/, de pepsina y se deja
60 minutos a 49° C. Luego lo dividimos en porciones de 50 cm?® y
le agregamos ClINa al 5,10 y 20 %, calentandolas 10 minutos a
60°, luego se le agregd agua en las condiciones especificadas en el
Cuadro que va a continuacién.

/em
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Cuapro XII
Suero No H20 agregada Pérdida %, Purificacién Cl Na 9%
0 — 48 5,8 —_
1 38 c¢ms3 30 4,0 5
2 114 > 29 3,3 5
3 38 » 0 42 10
4 114 > 29 3,9 10
5 38 » 30 4,2 15
6 114 » 29 3,9 15
7 38 » 47 3,5 20
8 114 > 36 3,6 20

La mayor purificacién se ha obtenido sin agregado de agua, lle-
gandose con este suero a una purificacién de 5,8 pero con una pér-
dida de casi el 50 9 de las unidades primitivas.

Agregando agua después de la termocoagulacién y filtrando la
pérdida disminuye no pasando en muchos experimentos del 30 %.

Vol. IX N° 2
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La purificacion es mejor diluyendo con una parte de agua que
diluyendo con 3 partes de agua. No se nota la influencia del ClNa
en la purificacién en las condiciones experimentadas.

Purificacién de sueros concenirados. — Empleamos en estos en-

sayos sueros concentrados (euglobulinas, mas seudoglobulinas) obteni-
dos por precipitacion con SO:Nag al 22°/, y separacion del exceso de

SO, Nay por cristalizacion en la cadmara fria. Se eligieron dos sueros
diferentes, el numero 2067 con 1.000 U. A./ecm? y el ntimero 2044
con 1.700 U. A./em?.

La digestién pépsica se realizd diluyendo el suero con dos partes
de agua de manera que el contenido proteico final fuera de mas o
menos el 7 9%. La proteolisis pépsica se hizoa pH 3,1 y a pH 3,7 v a
46° durante 45 minutos. A este dltimo pH la pérdida se reduce al
20 9, de las unidades antitoxicas.

Las termocoagulaciones se hicieron a pH 4,1-4,6 a 60° C durante
10 minutos, previo agregado de 5 9, de ClNa.

Cuapro XIII

Suero pH (termocoa- Purificacion Pérdida
No culacién) %
2044 4,1 4,7 40
2044 4,5 4,5 40
2067 4,1 4,5 40
2067 4,6 4,0 40

En estos sueros concentrados previamente por el método salino
v luego proteolizadoé a pH 3,1 con pepsina y luego termocoagulados
a los pH indicados en el Cuadro anterior, la purificacién es méas o
menos 4,5 y la pérdida de 40 9%, en todos. Esta pérdida la podemos
reducir al 20 % si proteolizamos a pH 3,7 en la forma que indicamos
a continuacion.

Tl suero 2067 se lleva a pH 3,7 con 4cido eitrico al 20 97, proteo-
lizando con pepsina al 2 9/y, calentando 45 minutos a 46° C. Des-
pués de esta operacion se lleva a pH 4,3-4,4 agregando 5 % de CINa
al 1) y 5 9, de CINa y 0,2 %/, de tricresol 2).

Calentamos 1) y 2) durante 10 minutos a 60° C y filtramos. Los
filtrados dieron una purificacién de 3,5 el 1) y de 5,1 el 2) y s6lo una
pérdida del 20 9, de las unidades antitoxicas. Este experimento lo
repetimos varias veces con iguales resultados pudiendo utilizarse
en la rutina para purificar sueros en gran escala con una pérdida
que no pasa del 20 9.
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Este procedimiento consistiria en concentrar los sueros por el
método salino, luego proteolizarios con pepsina a pH 3,7-4,0 du-
rante 1 hora y por Gltimo termocoagularlos a pH 4,3-4,4. Se puede
el final volverlos a precipitar con SO.Na, al 22 9, y dializarlos.

En vista del buen resultado obtenido por este Gltimo procedi-
miento ensayamos aplicar este método al suero nativo sustituyendo
el ClNa por el SO.Na, y trabajando con un volumen considerable
de suero.

El método que seguimos consistié en proteolizar el suero diluido
al */y con H,O a pH 4,0 con 2 9/y de pepsina. La digestién durd
90 minutos a 46° C. Luego le agregamos SO;Na, 10 H:O de manera
que la concentracién final fuera de 7,5 9, calculado en SO,Nas,.
También le agregamos por cada 10 litros de suero diluido al 1/,
con H,O destilada, 10 cm?® de tricresol disuelto en 30 em? de agua.
Después se termocoaguld el suero durante 10 minutos a 60° filtran-
dolo inmediatamente. El filtrado fué llevado a pH 7,4 con NaOH
al 40 9, agregando SO.Na, en cantidad suficiente para alcanzar
la concentracion del 22 9. Bl precipitado lavado con SOsNas al 25 9
y dializado hasta eliminacién del exceso de sulfato. Con este procedi-
miento se consiguié una purificacién de 4,6 veces. Como trabajamos
con 2,8 millones de unidades y finalmente recuperamos 2,0 millo-
nes, este método da una pérdida del 30 9% de las unidades antitéxicas.

En otros ensayos realizados recientemente logramos reducir esta
pérdida que no pasa de 20 9, con una purificacién que estd com-
prendida entre 4-5 veces. (En general es muy variable y depende
del suero).

Separacién de las albumosas formadas durante la proteolisis pépsica.
— Uno de los problemas planteados por estos métodos proteoliticos
para purificar los sueros antitéxicos era la eliminacién de las albu-
mosas toxicas para el organismo humano.

El dnico método que usdbamos hasta el presente era la ultra-
filtracion (U-filtracién), técnica que resulta larga y dificil cuando se
trata de purificar grandes cantidades de sueros. A

Con el objeto de evitar este procedimiento estudiamos sistemé-
ticamente la influencia de los acidos, sales y substancias orgénicas y
pudimos comprobar al final que lo que mejor resultado daba, era el
agregado de alcohol etilico en la proporeion del 10 %/, al suero proteo-
lizado, consiguiendo en esta forma eliminar la mayor parte de las
albumosas, pues no precipitaban con SO, Am, a /s saturacidén.

Con este objeto empleamos el U-filtrado de un suero antidiftérico
proteolizado empleando la téenica de U-filtracion de Quigley. Pro-
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teolizdbamos suero antidiftérico con pepsina a pH 4, en bafio-maria
a 47° C durante 24 horas. Luego llevamos el suero a pH 5,5 y se
adsorbia con (PO4),Cas obtenido segtin la técnica de Utkin. Centri-
fugamos o filtramos y el liquido luego era U-filtradoe, recogiendo los
U-filtrados. ,

Estos U-filtrados eran ricos en albumosas y nos servian para
los ensayos de separacién.

Influencia del pH (HCl 0 NaOH).

Cuabpro XIV
filtr: HCl o NaOH agr
g(fll\lfrriif © (c(;s) saresado pH Aspecto
60 10 HCl n 1,4 0
60 5 » 3,1 0
60 1 » 4,8 O
60 10 NaOH n 12 + + +
60 5 » 11‘8 + + +
60 1> 8,0 + + +
60 3 > 9,8 ++ 4+ + + +
60 3 > 9,5 + 4+ +++++

El cuadro anterior nos indica que el maximum de estabilidad
de las albumosas se encuentra en la zona acida de pH 1,4 a 4,8 y
que el minimum de estabilidad se encuentra en la zona alcalina y
alrededor de pH 9,5.

Las determinaciones del pH se hicieron con el potenciémetro de
Leeds y Nurhtrup y electrodo de vidrio (Holder).

A continuacién estudiamos la acciéon del alcohol y de la acetona
en estos U-filtrados ricos en albumosas y llevados previamente
apH 1,5-12,1-74 y 3,1.

Cuapro XV
g(;ﬂX/}Z;i: Alcohol | Aceto- Aspecto Aspecto Aspecto Aspecto
men (cm3) na pH 1,5 pH 12,1 pH 7,4 pH 3,1
5 2,5 — 0 (6] ¢} (6]
5 5 — | débil op. ++ 0O 0]
5 10 — |ppdo. ++ +++ op. + o)
5 20 — |m.ppdo. +++| +-+-+++ |ppdo. +++| ppdo. ++
5 — 2,5 0 (0] 0 (0]
5 — 5 (0] (6] 0 (0]
5 — 10 ppdo. ++ opalesc. opalesc. opalese.
5 — | 20 {ppdo. +++ |ppdo. +++| ppdo. +++|ppdo. +-++
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La acci6én precipitante es mayor a pH 12,1 con alecohol que a
pH 1,5. La acetona tiene una accién precipitante menor que el
alcohol y el pH influye poco. :

Si al U-filtrado a pH 1,5 le agregamos suero antidiftérico y por
cada velumen medio volumen de alcohol, precipita el suero antidif-
térico que se redisuelve pelfeetamel te de nuevo si se tiene la pre-
caucion de hacer esta operacién a 0° C. Como sabemos por el ensayo

erior a este pH no precipitan las albumosas siendo por lo tanto

u:_u. i ne

un método de separacion de las albumosas del suero antitéxico
proteolizado.

A pH 4,7 y pH 3,1 volimenes iguales de mezclas de U-filtrado
*y suero antidiftérico precipitan y como a estos pH con el volumen
de alcohol utilizado no precipitan las albumosas, también seria
un métode de separacion de las albumosas de las proteinas antito-

xicas.

Redisolucion del precipitado obtenido. — Hicimos 2 ensayos, el pri-
mero con alcohol (a) y el segundo con acetona (b): a 90 ecm® de
U-filtrado se le agregd 10 em? de suero antidiftérico de 1.000 U. A.
por em?® y se llevd a pH 2 con HCI: Se dividié en dos porciones agre-
gandole a la primera porcién (50 cm?) 25 em? de alcohol y a la se-
gunda poreién 25 cm? de acetona. Esta operacion se hizo a 0° C cen-
trifugando rapidamente.

a) Kl precipitado se solubiliza en ClINa al 9 %/ que se lleva
a pH 8. Hsta solucién es limpida y el valor antitéxico originario se
recupera en una proporciéon del 80 9.

b) Kl precipitado también se redisuelve en CINa al 99/ en
medio débilmente alcalino. La recuperacion de las antitoxinas es
igual a la del ensayo anterior.

Hemos usado en estos experimentos concentraciones de alcohol o
acetona que de acuerdo a los ensayos descritos no precipitaran'las
albumosas.

Repetimos este ensayo mezclando partes iguales de suero con
liquido de U-filtraciones pero.en esta forma el precipitado se redi-
suelve dificilmente después de su precipitacion con alcohol o acetona.

De manera, pues, para separar las albumosas por este método
es necesario diluir el suero después de su proteolisis 10 veces, lle-
varlo a pH 2 (a 0° C) y agregar por cada volumen de esta solucién
/s volumen de acetona o aleohol.

Por dialisis no es posible separar las albumosas de la fraccién
antitoxica.

~
B
<
A
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Hstudiamos también diferentes sales utilizables para esta sepa-
racion. El CIK, el CiNa, NO;Na, acetato de sodio a saturaciéon
precipitan las albumosas y las antitoxinas al mismo tiempo. Bl SO.Na,
al 22 9, precipita también gran parte de las albumosas; en cambio
el 804 Ams a Y/s saturacién so6lo precipita una pequefia proporcién
de las albumosas. El pH del medio influye siendo minima la preci-
pitac t"é‘ a pH 7,2-7,4.

La temperatura también influye precipitando menos albumosas

a 0° C

Combinacion de la precipitacion del suero proteolizado con SO4 Ams
a /s saturacion y alcohol etilzco. — No encontramos ninguna sal que
agregada al U-filtrado (rico en albumosas) no diera opalescencia
con 8Os Ams a '/; saturacién. En cambio evitamos la precipitacion
de las albumosas de los U-filtrados, agregando a estos liquidos 20 7,
de aleohol.

En esta forma con SOqAm, a !/y saturacién ni precipitan ni a
las 24 horas de contacto las albumosas.

Por otra parte pudimos comprobar que el suero antidiftérico que
contenia el 20 %, de alcohol precipitaba con SO, Am, a media satura-
cion y el precipitado se redisolvia.

Desgraciadamente a esta concentracién alcohélica se pierden uni-
dades antitoxicas, pues log filtrados de los distintos ensayos nos die-
ron siempre méas del 20 9, de las unidades totales. Para reducir esta
pérdida disminuimos la cantidad de alcohol agregada conviniendo en
emplear concentraciones del 10 9, que a 0° y a pH 7,2-7,4 sélo dan
con 904 Amy a !/, saturacién una debilisima opalescencia debida a
las albumosas.

En el protocolo que damos a continuacién informamos sobre la
medida del valor antitéxico en ensayos comparativos de sueros
proteolizados y precipitados en SOs Am, a /s saturacion y enla misma
forma pero con 10 9, de alcohol y acetona.

1) 500 cm?® de suero proteolizado méas 500 cm?® de soluciéon satu-
rado de SO4 Ams, lavando el precipitado con SOs Am, ?/3;de saturacién
(3 volimenes en SO, Am, saturado mas 2 volumenes de H,0). Luego
el precipitado fué disuelto y llevado a un volumen conocido.

2) 500 cm® del mismo suero proteolizado més 50 cm? de acetona
més 550 cm? de solucién saturada de SOy Ams y lavando en la forma
anterior el precipitado, se disuelve en agua.

3) 500 cm?® del suero proteolizado mas 50 cm? de alcohol y luego
precipitado con 550 em?® de una solucién saturada de SOsAm, y
redisuelto en agua. (Lavando el precipitado en la forma anterior).



214 PROTEOLISIS PEPSICA DE SUEROS ANTIDIFTERICOS

Medimos en los 3 filtrados anteriores 10 y 1 U. A. por el método
de Ehrlich comprobando que los filtrados correspondientes al liguido
con S04 Ams solo y con SOs Am, méas alcohol contenian menos de
1 U. A. Con acetona y SO; Ams, nos daba 1 U. A. Como el suero
primitivo contenia 200 U. A. podemos decir que practicamente no
ha habido pérdida de unidades antitoxicas en los filtrados.

Bl precipitado globulinico obtenido en 3) se redisuelve también
como el 1). Bl suero proteolizado antes de precipitarlo con SO, Ams
saturado se lleva a pH 7,2-7,4.

Para comprobar el experimento anterior y descartar la influencia
del SO, Am;, en la medicién de las unidades antitéxicas, los liquidos
fueron dializados obteniéndose la confirmacién de los valores ante-
riores.

Por otra parte los precipitados globulinicos fueron medidos encon-
trando igual valor antitéxico en los tres.

Determinamos en las 3 soluciones globulinicas la relacién entre
las unidades antitoxicas y el contenido proteico total. Con este
objeto, determinamos separadamente la cantidad de sulfato de amo-
nio separando las proteinas totales por precipitacién con 4acido
tricloroacético y tungstato de sodio. Aparte determinamos por el
método corriente el extracto total a 105° C. Por diferencia calculamos

T oanntenide nroteico
€1 conveniad proveico.

A continuacién damos los valores obtenidos:

. 2300
1) Precipitacién con SOs Am, = 15.300
0,147
2300
2) Precipitacién con SOs Am, mds alcohol: 0175 = 18.500
2300

I

3) Precipitacién con SO, Am, mds acetona: 17.000.

0,134

Estos valores nos indican claramente que la precipitacién combi-
nada con SO Amymés alcohol o acetona da un precipitado mas puro
(una purificacién mayor) que precipitando los sueros proteolizados
con SO4 Am, solo. Esto se debe al hecho que parte de las substancias
proteolizadas precipitan con SO, Am, y esta precipitacién se evita
por el agregado de alcohol o acetona al 10 9. La relacién U. A./pro-
teina en los tres experimentos anteriores es baja debido a que se
partié de un suero de poco valor antitéxico.

Vol, IX N° 2
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