Electrodialisis de! suero antidiftérico de caballo
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En numercsos experimentos de
daftérico de caballo, realizados con el fin de ver si era posible por
este método obtener rapida y econdémicamente la separacién
de sn parte activa (antitéxice). hemos podido hacer algunas ob-

servaciones que consideramos de interés y que expondremos en

exta eomunicacion prelinnmnai.

Ante todo hemos comprobado las grandes ventajas que tiene
la electrodialisis sobre la diélisiz comtn, pues no solamente se ace-
lera enormemente el proceso, sino gue también se evita la dilucidn
enorme del suero que en la didlisis comutn siempre se observa.
Hemos procedido en la siguiente forma: Colocamos el suero en una
célula eunadrangular con dos paredes de colodio. Sobre cada una
de éstaz, se adapta un reecipiente en que circula agua destilada y
en los que sumergen los electrodos inatacables, La capa de suero
tiene un espesor no mayor de 15 m i, los electrodos se fijan a
varios centimetros de la membrana y se establece entre elloz una
diferencia de potencial de 220 V.,

En el cuadro siguiente pueden observarse loz resultados ob-
tenidos y compararlos con los de la didlisis comtn. En algunos ca-
sos hemos empleado eleetrodidlisis y didlisis sucesivamente.
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Electrodidlists de suero de caballo

Durac.| Conductividad esp, ! Volmmen
Fecha em | S Observaciones
horas |
f !
o ! I

12-XIT} 8.30|116.10—46.7 10—+ 80ce.} 80  cc.

20-XII| 5.40(116 s s o

y : : 1

29-XII| 6.27|116 1.2 190 90 ,

k2]

30-X11 ‘ 20400116 ,, 0.11 . 80 . 180 " Operac. mixta (1)

21 | 5.10] 93 Jo 2, 8,

!

12-1 5.201 98 |, :O.h 85, | 65 .

951 400[93 . 001 ., |30, |2,
26-1 27~ 193, ?U 096 | ‘ésu . ‘J 33.5 Operac. mixta (2}

31-T : 4.25] 93, ;O 12, =28, ‘ 185

\
S-II | 8.45/ 93 . 0.20 , |26 ( 40 :
i | ’

14-11 450193 . 0.16 ,, |29 , ‘ Wh
20-1I }2/}.; 95 .. I’OAL‘Z , |28, 1928 .| Operac. mixta (3)
8.-11T |25.20] 93 N ‘o 16, ‘;? o |17 . Operac. mixta 4}
N o . - | . : -
16-11T |381:20] 93 "0.‘2 “ ;‘_t) . | 83.b Operac. mixta (3}

| !

(1; Didlisis dorante 6 h. 53" y electrodidlisis durante 14 h. 43’
(2} w23 b . » 4 .

(3) » » 13 . 40’ » » 12 0, 200,
) » » 16 h. » » 9 h. 30
9) » » 19 b, » " 12 h. 20°.

En una operacion de didlisis comtn realizada en el mismo apa-
rato de la electrodialisis pero suprimiendo el campo eléetrico, obtu-
vimos el siguiente resultado: '

Duracidn de la diflisis: 183 horas
Conduet. especifica inicial: 93 10—t
» » final: 057 >>
Volumen inicial de cuero: 82 co.
» final > » 112 « {hubo pérdida de lguid»

probablemente !} .

En la electrodidlisis del suero de caballo observamos que a log
pocos minutos éste toma reaccidén dcida al tornagsol. y la recupera



63—

facilmente en el caso de que procediéramos a neutralizarlo duran-
te la operacién. El suero electrodializado tiene reaceidn 4cida.
Por electrodidlisis precipita abundantemente el suero. Ese pre-
cipitado blanco, con grumos amarillentos didfanos, es incompleta-
mente soluble en soluciones de €l Na, pero perfectamente soluble
en presencia de pequenas cantidades de aleali. En algunos casos
hemos obtenido precipitados perfectamente solubles en soluciones
salinas, pero atn no hemos establecido de qué depende esta varia-

cién de solubilidad.

En algunos casos hemos observado sobre la membrana del lado
catédico un depésito membranoso de débil espesor, transparente,
que se desprende ficilmente en ldminas.

Hemos estudiado en algunos casos ia distribueién de las al-
btiminas en el precipitado y en el liguido schrenadante, y hemos
comprobado la constitucién del suero antes y después de la electw

AiAlisis.

Log resultados figuran en los cuadros siguientes:

Fraccionamientos de las proteinas del suero de caballo
antes y después de la electrodidlisis.

’ »; ) ?g ’ E’:: ! Total

[ & =
Syero 605 20-11-22. lf Snero sobrenadante.. | 1.40 ‘ 2.97 | 1.54 | 5.21
Electr. mixta: 26 h. { Precipitado....... 2820070 — !3.m2
a) Surro 605 16-IT1-22 { Suero sobrenadants.. | 1.10 | 2.31 ];]G : 5.07
Blectrodialisismix- { Precipitado.......... 3.20 | 143 0.11 J 3.74
a: 3th 20....... l Sama total .......... 5.80 1 421 | 1.27 { 8.81
El mismo suero sin electrodialisis...... ... 2871 83.812.65 f 9.87
D) SuEro 605 27-171-22 { Suero sobrenadante.. | 1.92 ‘ 32k 1.22 6.38
Electrodialisis mix- } Precipitado.......... 1.62 1099 0.17  2.78
ta: 8h 15" ........ l Suma total.......... 3.04 j +.23 | 1.39 . 9.16
¥l mismo suero sin electrodialisis .. ... .. 208 J} LsG 278 9.2
¢) SuErRn 614 2-V-22. ., [ Snero gobrenadante.. ; 0.73 l 5.46 | 0.52 6.7
Electrodialisis mix- } Precipitado... ... ... P2 31 ! 1.99 | — ‘ 4.80
ta: 23h. ... | Suma totar. s g 150,52 11.01
I e

Bl mismo suero sin electrodialisis.. . .. R



Los dosajes de las fracciones de proteinas se han realizado por
precipitacién y lavaje con solueién de sulfato aménico al 33 % ¥
50 % de saturacién. Los precipitados redisueltos de euglobulinas
v pseudoglobulinas y la albfiminas no precipitadas, fueron dosadas
por precipitacién con reactivo Ksbach y medido el volumen del

lﬁ’

ado 4udolo en tubos calibrados. SI bien este mé-

mraniTy It
lJLCUltJll(l
como hemos podido comprobarlo. Por este motivo haclamos simul-
taneamente Jos dosajes del suero primitivo y electrodializado, pro-
cediendn ziempre en idénticas eondiciones.
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Fraccionwmiento de las proteinus del suero de caballo anles y después
de la electrodidlisis
8. P., Saaro primitive; 8, B, Suero clectrodializado. Tonos de la izguierda: Englo-
hilina3. Canteales: Psendoglobulinas, De la derecha: Seroalbiimina,

En los cuadros anteriores puede verse:

1*  EI precipitado estd constituido por globulinas, y pequeni-
simas cantidades, a veces no apreciables, de albfimina.

2% Hl precitado contiene mayvor cantidad de euelobulinas.

3* La precipitacién de las globulinas no eg total, siendo més
completa para las euglobulinas.

Todos estos resultados son perfectamente explicables, con Jas
ideas que tenemos, sobre solubilidad de las albiminas del suero.
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Pero los mismos cuadros nos revelan un fendmeno que mucho nos
ha Hamado la atenciéon. Kl suero electrodializado contiene una ma-
vor proporcion de globulinag, y disminucién correspondiente de al-
baminas, manteniéndose naturalmente, igual su cantidad total. Es
decir, parece que la electrodidlisis modifica la seroalb@mina, dan-
dole caracterves de globuiinas, al menos desde el punto de vista de
su precipitacion con SO* (NH*) * En el snero electrodializado au-
mentan simultineamente las euglobulinas y pseudoglobulinas. Se
tratard de una transformacién de sero alb@minas en seroglobulinas?
Recordemos gue Moll dice haber transformado albtiminas en glo-
bulinas, calentandolas a 56° media hora, en solucién ligeramente al-
calina. AMn no hemos comprobado las observaciones de Moll, pero
sabemos que otros investigadores no lo han logrado.

Como el precipitado de la electrodialisis no es totalmente solu-
ble en solueién salina, hicimos la separacién de la fraceidn soluble
en gsales v soluble en Aleali, con log resnltados consignados en el si-

guiente cuadro:

HE

= 2 o
Suero 614. Electrodidlisis del 2-3/v /1922 ] 2 & g Total

© =

w2 | Z

=T I =
Suero sobrenadante. ....... ... ... oL 10.73 | 5.46 | 0.52 | 6.71
Parte soluble en sales del precipitado.... ... | 0.21 | 1.05 | — 1.26
Parte insol. en sales, sol, en alcali del ppdo. | 2.10 | 0.94 « — 3.04
Total en el precipitado...................... 2.81 | 1.99 | — 4.30
Total en el suero electrodializado ... ... ... .. 3.04|7.4610.52]11.01
Suero no electrodializado...... ... .. .... ... 12,10 } 6.72 ] 1.26 | 10.08

De qué naturaleza son estas modificaciones que produce la elee-
trodidlisis sobre las proteinas del suero? Se producird realmente,
una transformacién de albfiminas en globulina, o habrd en estas
proteinas s6lo diferencias de grado en sus propiedades, que la co-
rriente eléetrica nivela, al menos parcialmente ?

E!l obscuro problema de lag proteinas constituyentes del suero,
nos abre una nueva via para su estudio y confiamos en que nuestras
aetuales investigaciones nos permitirdn arrojar alguna luz sobre él.

A pesar de las variaciones de solubilidad experimentadas por
las proteinas del suero, es interesante hacer notar, que no hemos
comprobade disminucién apreciable en sus propiedades antitéxicas.



— 66—

La distribucién de las unidades antitéxicas en las distintas
fracciones obtenidas por electro-dializis del suero anti-diftérico,
puede verse en el siguiente cuadro:

T A

o ang o~ T1om 4
»Uuero puo.—ooniwne oo U. A. en t ¢.cC.

Liquido sobrenadante, contiene 145 U. A. c.c.
Solueién del ppdo. contiene 14 U. A, c.c.

Electrod.

20 -1 -22

&

Suero 614.—Contiene 300 U. A. en 1 c.c.

Electrod Liquido sobrenadante contiene 63 U. A. c.c.
9.V .99 2 Solueién salina ppdo. contiene 10 U. A. c.c.
o [ Solucién alealina ppdo. contiene 25 U, A, ¢.c.

Las fracciones del suero electrodializado 605, fueron llevadas
por dilucién hasta el volumen primitive, en cambio para el suerc
614 se diluyeron al tercio. .

La clectrodidlisis no disminuye sensiblemente la actividad an-
titoxica, pero no se consigue una separacién neta de fracciones ac-
tivas e inactivas. Como era de esperar, la mayor actividad se obzer-
va en la fraccidn gque contiene mayor cantidad de pseudoglobulinas.

Es interesante hacer notar que a pesar de las modificaciones
importantes que en su solubilidad experimentan las proteinas del
suero, no se ohserva una variacién apreciable de su actividad anti-
toxica., '

Esperamos que nucstras actuales investigaciones nos permitan
aclarar en algo, desde el punto de vista interpretativo, todos estos fe-
némenos gue hemos observado.

CONCLUSIONES

Sometiendo suero antidiftérico de caballo a la electrodialisis
se observa una modificacidén en la precipitabilidad de las proteinas,
aumentando la proporcién de las mas inestables (englobulinas y
pseudo globulinas) a expensas de las mas estables (seroalbimina) .

La electrodidlisis no disminuye sensiblemente la actividad anti-
téxica del suero, y no ha permitido una separacién cuantitativa de
las proteinas activas de las inactivas, '
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CONCLUSIONS

On a observé dans le serum antidiphterique de cheval purifié
pav lelectrodialyse une modification des propietés de ses proteme
Il y a une augmentation des fracfions plus facilement precipitables
par de sulphate d’ammoniaque (euglobulines et ps eudoglolnmues?
et une diminution correlative des fractions plus estables (sero-
albumine).

On n'a pas pu obtenir par I'électrodialyze du sérum une sépa-
ration guantitative de ses fractions antitoxiques et inactives.

L,’électrodialyse ne diminue pas P’actitivé antitoxigue du sérum.



