Dichre,

i

94

1

309

Analisis de la accion enzimatica
de la pepsina sobre el suero antidiftérico

Por FERNANDO MODERN vy GUILLERMO RUFF

Ya en trabajos anteriores, hicimos notar gue en los sueros proteo-
lizados s6lo mas o menos el 20 % del nitrégenc t
por el Acido tricloroacético. Rl resto habia perdido esa propiedad
v no sblo no era precipitado por 4eido triclorvoacétie in
que tampoco lo eva por SONa, al 22 % o SO, (NHy). a media sa-
furacién.

La cantidad de nitrégeno coagulable fué determinada en sueras
normales y antidiftéricos.

Sin embargo, hasta ahora no habiamos determinado cuantitativa-
mente los constituyentes obtenidos por la accién enziméatiea de la
pepsina. Ahora estudiamos esta accidn, sobre sueros, plasmas v sue-
ros concentrados (método salino) antidiftéricos.

Lias proteinas antitéxicas provenientes de los materiales antes men-
cionados, fneron parcialmente digeridas por la accidén enzimética de
la pepsina en medio deido. Las fracciones obtenidas de la moléeula
proteica primitiva (proteosas, peptonas y reste azoado) fueron ana-
lizadag siguiendo el método que describimos a continuacién:

Como gran parte de la substancia proteolizada precipita con
S0.Na, al 22 %, analizamos los precipitados obtenidos por esta sal,
en presencia de aleohol etilico al 10 %. Sabemos por trabajos ya
que el aleohol impide la precipitacién de
protecsas en gran proporcién. Como estas substancias pueden per-
judicar al suero final, es de gran valor el uso del aleohol principal-

mente en proteolisis pépsicas largas (método Parfentjev).

PARTE EXPERIMENTAL

Para analizar las proteinas que no estdn completamente proteoli-
zadas, usamos el método descripto por Wasteneys y Borsook (%)
considerando sélo la fracecién proteinica, las proteosas y el resto

azoado.
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De acuerdo al método antes citado, consideramos proteina a la
fraecidn precipitable por acido tricloracético en las siguientes condi-
ciones experimentales:
A 40 em® del suere proteolizado Ie agregamos 10 em?® de Acido
tricloracético al 10 %. Se deja una hora a temperatura ambiente y
se filtra. Se determing el N por Kjeldahl del filtrado (por du-

plicado).
Como se conoee la cantidad de N que contiene el suero proteoliza-
do, 1a diferencia nos da el precipitado por acido tricloracético y que

corresponde ai N proieico.

con rada como de profeosas se determingd en ia

Culisiiioididd i

)

siguiente forma:
Kl filtrade anterior con &cido tricloracético, aproximadamente
35 em?®.) se coloca en un balén aforade y se hierve a bafio-maria por

espacio de 3 horas para eliminar el acido tricioracético que se des-
coimpone en anhidrido carbbénico y cloroformo. Luego se enfria y
eva a volumen primitivo. A 30 em®. de esta dilueidn se le agregan
20 gramos de SO Na, anhidro, se eleva la temperatura a 33° C.
durante media hora y se filtra en la estufa a la misma temperatura.
Cuande han filtrado 23 cm®. se recoge en matraz aforado y se lieva
con agua destilada a 50 em?.

Con esta dilucidn desaparece el peligro de la cristalizacion del
SO.Nay v se pueden tomar con pipeta las muestras para la determi-
nacién del N (2 muestras de 10 em®. eada una). Hay que tomar en
cuenta, en los cileunlos el anmento de volumen gue se produce al
; ar a los 30cm?® 20 gramos de SO Nz, . 1em?d. del filtrado
de SO4Nao corresponde a 0.467 em?®. del filtrado del &cido trielo-
roacético.

Lia diferencia entre el N del filtrado del &cide trieloracético y
este filtrado de SO4Nas nos da el N correspondiente a las proteosas;
el N eorrespondiente a la parte no precipitable ni por dcido trielo-
racético, ni SO.Nag, lo llamamos nitrégeno residual o resto azoado.
En este nitrogeno residual gqueda comprendido el correspondiente a
las peptonas de acuerdo a Wasteneys y Borsook (loc. cit.).

Hn trabajos publicados por nosotros (2, 3, 4) queddé determinado
que después de una proteolisis, o de una proteoclisis seguida de una
termocoagulacién, Unicamente més o menos el 20 % del N total
corresponde a proteinas integras, mientras que la mayor parte del
N que primitivamente correspondia a proteinas, ya no coagulaba por
el calor, ni precipitaba por 4cido tricloroacético.

La mayor parte del N ha sufrido un cambio total en sus propie-
dades ya que no pertenece més a las proteinas sino a fracciones que

resultan de la desintegracién pépsica de las proteinas.
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Hasta ahora hablamos determinado Gnicamente la cantidad de N
no coagulable, sin buscar una separacién en esta fraceién no coagu-
lable. Ahora nos interesamos especialmente en esto dltime, estu-
diando ademés la influencia del alechol etilico (5) en la precipita-
cién por SO.Na, y valorando las proteosas y el nitrégeno residual,
en esta téenica modificada por nosotros. Ademis estudiamos com-
parativamente el fraccionamiento nitrogenado, en las condiciones an-
tes deseriptas: 1° del suero antlulftehcu prlmlt vo, 29 del suero
proteolizado, 39 de 1 i
tiempos y temperaturas de estas nperﬂcior-es aaemés la influenecia
del acide fénice, 4° del precipitade por SO.Nas al 22 % de
proteolizado y termocoagulado, para conocer la cantidad de proteo-
sas y resto azoado arrastrado en estas operaciones, 5° los mismos
ensayos anteriores pero con plasma antidiftérico en presencia de al-
cohol etilico, 62 Con suerog concentrados (eu -+ seu dcgl"bai as).
Finalmente se estudia la influencia de difeventes concentraciones de
SO.Na;y en la preclpltacmn de las antitoxinas considerando especial‘
mente la purificacién final obtenida.

Comenzamos describiendo el ensayo heeha COT SUSTOS
sin proteolizar, resumiendo en cuadros los resultados obtenidos en las
diferentes experiencias.

Trabajamos con un suero antidiftérico de hajo valor antitéxico
v que, diluido al doble con agua destilada, daba un contenido nitro-
genado de 6,16 mg. por cim® y un valor antitéxico de 200 unidades
por cm?.

A 20 cm?®. de este suero diluido al doble le agregamos 60 cm3. de
solucidén fisiolégica v 20 em®. de una solueidn de 4cido *"mloroaeé-
tico al 10 % (la concentracidn final del acido iricloroacético corres-
pondia a 2%). BSe mezcla bien, se deja reposar una hora y se
filiva. Valorado el N (por Kjeldahl) en 20 em®. del filtrado nos
da un contenide de 0,84 mgs.; y como 20 em® de la dilucién pro-
vienen de 4 cm?® de suero diluido al doble, corresponde a 0.21 mgs.
de N por cada 1em® de snero. Ksta cantidad de N correspond
s6lo a 3.4 % del N total y es la suma del nitrdgeno residual y el de
proteosas. 35 ecm®. del filtrado que contiene el 4cido tricloroacético
se calientan en un halén especial 3 horas hasta eliminacién total del
cloroformo formado por la descomposicién del 4cido tricloroacético.
Después de este tiempo, se completa nuevamente a 35 cm®. y se agre-
gan a 30 em? 20 grs. de SO4Nay seco y anhidre. Se calienta a 33°
durante 1 hora, se filtra y 25 cm3. del filtrado (siempre a 33° C.)
se llevan a 50 em®. con agua destilada. Sobre 20 cm®. se valora el
nitrégeno gue corresponde a 0,392 mgrs. y como de acuerdo al
caleulo del anmento de volumen (1 em?® = 0.467) por el agregado

[=p)
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del SO.Nas: 20.0467 = 9.34 em®, eorresponde al suere diluide 1:5,
v por lo tanto a 1,868 em®. del suero primitivo diluido al doble ¥y
contiene 0.21 mgr. por em®. de N. Como se enenentra la misma van-
tidad en el suerc anfes de precipitar por SO.Nas, deducimos gue
todo el nitrégeno preelpnable por acido tricloroacético correspon-

0 00
I o Yo Pannaifin daraen s nitrden
e a la 1racceion aek wiminada nitrogens

ada no residual y no contiene pro-

teosas.
Hste suerol io sometemos a una proteolisis pépsica durante una
hora a 46° C. prI 4.0. Con este objeto a 250 em®. de suero se
, .

raecion, se le agrega 20 gr. de Cl Na(5 %) ¥V se procede al estudio
del fraccionamiento del nitrégeno en la forma ya deseripta. La par-

.

te restante la sometemos a una termocoagulacién durante 10 minu-
tos a 60° C. y filtramos. Bu el filtrado i
cionamiento nitrogenads. S
de acido fénico al 2%4. En el cuadre

damos los valores correspondientes:

Cuapro 1
Protealizad:
Suero roteolizade ¥ Proteclizado ¥ roteolizado ¥
o pas termocoaguiado
proteolizado termocoagulade 2 ?/o &c. fénico L.
2 ”//00 ae. fénico
N imicial ....... 6.16 (100 %) 434 7045 9% 6.16 (100 %) 3.78 61.2 %

{proteinas) .. 3.16 (51.4 <) 0.84 18359 343 35579% 0.56 1489

ble (*) ....... 2.99 (48.57 %) 3.50 80.649 2.73 4439% 3.22 8520
Proteosas ...... 1.83 (29.7 %) 211 487 9 1.72 2739 % 2.06 5i59
N residual ..... 1.16 (18.84 %) 1.38 319 9, 101 16.49% 1.16 30.7 %
N eliminado por

termocoag ula-

(G153 SRR — 28.55 % —_— 38.8 %

Con el suero antidiftérico, sélo el 3,6 % del nitrégeno total es el
que corresponde al N residual, no contiene proteosas y precipita mis
del 95 % con acido tricloroacético, correspondiendo esta cantidad a
las proteinas.

Hste suero proteolizado por pepsina en las condiciones antes indi-
cadas, da el 48.57 % de nitrégeno no precipitable por acido triclo-

Qorresponde al precipitable por 4cido tricloroacético al 2 9.

)
(*) Corresponde a la suma de proteosas y nitrégeno residunal.

X e
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roacético como se puede ver en la primera columma del cuadro I.
De esta cantidad, el 29.7 % corresponde a las proteosas y el 18.84 %
al nitrégeno residual. Aproximadamente la mitad del nitrégenec
(51.4 % corresponde a las proteinas integras. Vemos pues, guo
por la accidn de la proteolisis pépsica la cantidad preecipitable dis-
minuye del 95 % al 50 % mas o menos.

Este suero sometido a la termocoagulacién, en presencia de
CiNa al 5
se puede ver en la seO‘unda columna del cuadro I. Se elimina por
55 % del nitrégeno, quedando solamente el
‘ -6ge‘10 inicial. Dei filirado (de Pope) sdlo el
19. 30 % es precipitado por decido trieloroacético (proteinas). De la
cantidad no precipitable (80.64 %), a las proteosas corresponde
el 48.7 % y al nitrégeno residual el 31.9 %. El aumento de estas
fracciones es debido a que el 29.55 9% de proteinas precipita en la
termocoagulacion pasando integramente el nitrégenc no precipitable
por acido tricloroacético en el filtrado de Pope (ver 22 columna

Jas o o) o o Aa O
070 en las condiciones ya LLCbl;llldeD, sufre otro eambio como

DD

del cuadro I).

Estas dos columnas nos demuestran gue la termocoag
eficaz, pues si se precipita directamente eon SO,Nas al 22
teolizado, a lo sumo se consegniria una purificacién de 2 v
valor antitéxico relacionado a las proteinas, vasando a 4 § 5 veces
después de la termocoagulacion. Hsta suposmlon la gaeemos, siem-

pre gue precipite con sulfato de sedic al 22 %, sélo ¢

01p1tab1e por acido tricloroacético. (Mas adelante se estudla este

En el mismo cuadro I, columna 3% y 4% damos los resultados del
fraccionamiento nitrogenado en las mismas condiciones anteriores,
pero en presencia del dcido fénice al 29/p0. En el proteclizado hay
una mayor cantidad (55.7 %) del nitrdgeno preecipitable, disminu-

yendo correlativamente la fraccién no preeipitable. También el ni-
trdgeno eliminado por termocoagnlacién, es més alte legande a
- o T I - ~ N <o

38,6 %. So6lo precipitan en el filtrado de Pope (con acido fénico

al 2 %g) el 14,8 9% del nitrégeno presente.

A continuacién estudiamos la influencia del tiempo de la proteoli-
sis a 46°C. Hacemos proteolisis de 2 horas y de 1 hora, seguidas
de una termocoagulacién a 60° C. durante 10 minutos. En el cua-
dro II damos los fraccionamientos nitrogenades de los proteolizados
y de los termocoagulados separadamente.
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Cuapro II
Proteolizade Proteolizado ¥ Proteolizado Proteolizads y
2 h. 460 C) termocoagulado (1 h. 460 C) termocoagulado
N inicial ....... 6.16 mg/cm?® 444 721 9% 616mg/cm® 3.46 56 A
N precipitable
(proteinas) ... 276 448399 066 14969% 42 63 % 070 20 %
N no precipitable 330 511 9 3.78 8 9 151 3889 2.76 73.%8 %
Proteosas ....... 212 3445 9; 228 5183 9% 091 1479% 156 45 9,
N residual ...... 1.27 20459 150 33.7 % 10 1629 1.19 348 9
N eliminado por
termocoagulacién —_ 27.84 9% — 43.759

Como era de suponer (comparar eolumna 1? y 32) cuantc més
larga es la proteolisis menor es la cantidad precipitable por aeide
tricloroacético (60 % a 45 %) y de acuerds con los eileulos, aumen-
ta proporcionalmente la cantidad de nitrégeno no precipitable por
Acido tricloroacético. La fraceién de proteosas es la que mas au-
menta con 2 horas a 46° C., pues de 14,7 % (a la hora) pasa a
34,45 %. La fraccién correspondiente al nitrégeno residual aumen-
ta muy poco {(de 16 % a 20 %).

Eu el filtrado de Pope, la cantidad precipitabie de niirégeno es
tanto menor, cuanto mayor es el tiempo de duracién de la proteoli-
sis. Poeca variacién sufren las cantidades de proteosas y nitrdgeno
regidual.

Precipitacion del fillrado termocoagulado (Pope) por SO,No, ol
22 %.— 200 cm?® del filtrado termocoagulado (Pope) se lleva a pH
7.6 y se agregan 44 gr. de 80,Nay seco v anhidro. Se disuelven al
bafiomaria a 40° C, se deja en la estufa durante la noche y luego se
filtra. Rl filtradoe contiene 2 mg. de nitrégeno por cm® Xl fil-
trado de la precipitacién eon SO.Na, al 22 % se precipita con 4cido
tricloroacético al 4 %, y contiene por cm® 1.92 mg. de N. Se elimina
el deido tricloroacéiico en ia forma usual y inego con SO.Na, a satu-
racién se preecipita a 33° C, se filtra y se valora el N del filirado
(1 em?® = 0.974 mg. de N).

Cuapro ITI

N N N
mg/cm? % de) inicial 9 del N del
filtrado Pope

Nomicial ....ovvvieriiin i, 6.16 — —
N filtrado de Pope ................... 3.46 56.25 9% —
N pp por SONa, 22% ............... 1.45 23.64 % 42 %
N no pp por SONa, 229, ............ 2.0 326 % 58 ¢
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En la segunda columna se especifican los valores del nitrégeno,
con respecto al suero proteolizado inicial y como de 6.16 mgs. por
em?® pasan en el filtrado, sélo 3.46 mg., corresponde a 56,25 % el
nitrégene del filtrado de Pope.

La cantidad precipitada por el SO4Nas al 22 %, es de 23.6 % con
respecto al N inicial, pero de 42 % con respecto al nitrégeno que
contiene el filtrado de Pope. Estos resultados estin de acuerde
con log valores anteriores, pues precipitando todas las antitoxinag
con 22 % de SOsNas, corresponde a una purificacién final de 4 a
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bgeno ng precipitable por SO0
la s1gulente forma:

El 96 % del nitrdégeno (del filtrado de SO.Na, al 22 %) no pre-
cipita por écido tricloroacético y corresponde de esta cantidad el

50 % wmas o menos a las proteosas y el resto al nitrégeno residual.

Ensayos con plasma antidiftérico. — Usamos plasma antidiftérico
diluido 1:1 con agua destilada y que contznia en esta diluecién 7.56
mg. de nitrégeno por em®, y 250 unidades antitdéxicas. A 500 .m?3.
de plasma, le agregamos 500 cmn®. de HoO que contenia 2 gr. de pep-
sina y 2 cm® de 4cido fénico, y por el agregado de 41 em? de 4Acido
eitrico al 20 % se llevd a pH 4.

La proteolisis se hizo a 46° C. durante 1 hora, y el fraceiona-
miento nitrogenado en la forma corriente: los valores encontrados
figuran en el cuadro IV. En el mismo cuadro figura el fracciona-

miento nitrogenado después de la termocoagzulacién en presencia de
5 % de CiNa (10 minutos a 60° C).

Cuapre IV

Proteolizado Proteolizado y termocoagu-

N mg/cm? lado N mg‘/cm”
N injeial (1:1) ...oooeiiiil 7.56 4,16 5519
N precipitable (proteinas) ...... 546 72.29% 1.01 24.4 %
N no precipitable ............... 210 278 % 3.15 75.6 %
Proteosas ............. ... ..l 105 139 % 1.8 43.2 %
N regidual ..........cooooiiiil. 106 139 % 1.35 32.4 %
N eliminado por termocoagulacion. — — 44.9 %

Comparando este euadro con el eunadro II se observa que hay muy
poca variacién en el fraccionamiento nitrogenado, entre el suero an-
tidiftérico y el plasma antidiftérico. ILa cantidad precipitable por
acido tricloroacético es aproximadamente igual.
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Precipttacion del filtrado Pope con SO, Na, al 22 %. — 200 cm®.
del filtrado de la termocoagulacién se llevan a pH 7.6 v se agregan
44 gr. de SO.Na; anhidro. Se disuelven al bafiomaria a 40°(,
se deja en la estufa a 37° (durante la noche) v luego se filira.
el cuadro a continunacién, damos los valores obtenidos. En la
2

3 e Aa sl s rias Mo
nera columna figuran los valores de nitrégens en miligramos por

'l’\‘i‘!
prim
centimetro cibico. En la segunda columna el porcentaje de nitrd-

geno, Lomparauo con e dei suero inieiai proteolizado y en la tere cera

mos en 13 segunda coh}mna que eeﬂtlene el 551 % del mtrége*io et
el filtrado de Pope, se vefiere a gue de 7.85 mg. sblo encontra-
mos 4.16.
Cuspro V

N mg N 9 det N % referido

por cm’ inicial al filtrado
Nidnieial ... .o, 7.56 — -
N del filtrado de Pope ............... 4.16 55.1 % —_
N precipitable por SONa, al 22% .... 1.78 23.6 % 42.8 %
N no precipitable por SONa, al 229, .. 2.38 3159 57.1 %

Con SO Nas 2l 22 % preni an el 23.6 % del nit é eno total del
proteclizado v el 428 % eddo al nitrégeno total del filtrado de
Pope. La antldad preelpltada por SONay al 22 % es alfro mayor
que la que precipita por &cido tricloroacético, 1o que nos indica gque

hay ciertc arrastre de substancias nitrogenadas, que por supuesto
no son proteinas integras (comparar este cuadre con los anteriores)

Del filtrado de SO4Nas al 22 %, el 8,82 % pertenece a substancias
nitrogenadas precipitadas por 4cide tricloroacético. I resto, apro-
ximadamente el 91 % estd formado por nitrégeno no precipitable
por Acido tricloroacético. De éstos, el 50 % corresponde a la frae-
cién proteosas v el otro 50 % al nitrégeno residual.

Prem’pitacio’n con 8O, Nas en presencia de alcohol etilico. — A 182
em®. del filtrado Pope obtenido del plasma antidiftérico, se le agre-

gan 18 cm?. de aleohol y 44 gr. de SQO,Na.. Los demés detalles de
la téenica ya han sido descriptos.

Cuabpro VI
N N N
mg/om? % del inicial  Referido al
tiltrado
N oinieial ..o e rnrensnotnnccacsanans 7.56 _ _
N del filtrado de Pope ............... 4.16 55.1 % —
N precipitable por 8O,Na, al 22 % .... 1.33 17.7 9 31119

N »no precipitable por SO,Na, al 22 % .. 2.83 37.4 9, 67.9 %

&
&
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Lia cantidad de nitrdégeno precipitable por SONas al 22 % es me-
nor en presencia de aleohol, pasando de 23,6 % a 17,7 %. Referido
al filtrado pasa de 428 9% a 32,1 %.

Este ensayo estd de acuerdo con nuesiras experienclas anteriores,
en donde demostramos que la presencia de aleohol al 10 % impide
la precipitacién de gran parte de las substancias nitrogenadas gue
ne eontienen antitoxinas.

E] filtrado de SO4Na, al 22 %, contiene 17 % de N precipitable
por deido tricloroacético. Esta cantidad es mueho més elevada que

13 obtenida en la precipi t cidn gin aleohol. En el regto no preeipita-
ble (83 %), ia mitad corresponde a proteocsas y la otra mitad al

nitrégeno residual.

Si estudiamos la reparticién del nitrégeno del preecipitado del
S04Nay al 22 %, nos encontramos que estd formando parte de pro-
tecsas que coagulan en su mayer parte por acido tricloroacético
(més del 70 %) en cambio si operamos sin alechol, el precipitade de
SO.Nas al 22 %, contiene mucha mayor cantidad de substancias
no proteicas (que no precipitan con acido tricloroacético).

Hnsarios con sueros concentrados. — Trabajamos con un suero eon-
centrado (IN? 1365) formado por una mezcla de eugiobuiinas y seudo-
globulinas que contenia 29.75 miligramos de N/em?®. correspondien-
tes a 18,6 % de proteinas y con un valor antitéxico de 1200 uni-
dades por em?,

Para eliminar todo el suifato de sodio que contenia lo sometemos
a una didlisis en tubos de ecelofan. Al final de esta operacién
300 em®. de suero se levaron a 1.300 em®, con agna. A 1.000 cm?.
de esta dilucidon se le agregaron 2 g‘f de pepsina y 20 em® de
acido citrico al 20 % para levarlo a pH 4.0. Se somete a una pro-
tedlisis de una hora a 46° C. Luego en las coudiciones anterio
se termocoagula en presencia de CINa al 5% v en el euadro a con-
tinnacién damos el fraccionamiento proteico de estos dos liquidos.

Cuapro VII

Proteolizado Proteoclizado y termocoag.

N inieial (suero diluido) ........... 6.09 2.8 45.9 9,
N precipitable (proteinas) .......... 5.0 82.2 % 1.05 375%
N mno precipitable ............. .. ... 1.08 178 % 1.75 6259
Proteosas .....covieneaiiaconaanenas 0.56 9.2 % 089 3179
N oresidual ....oviiiiiieninenennan, 0.52 8.6 9% 0.86 30.8%

N eliminado por termocoagulacién .. — 54 9%
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Como era logico suponer, en los sueros concentrados, hay una
mayor cantidad de N precipitable por 4cido tricloroacético y lo mis-
mo pasa en el filtrado de Pope. Por lo tante, partiendo de un sue-
ro concentrado nunca podemos purificar log sueros més de 3 veees.
En el suero concentrado primitivo no se encuentran ni proteosas ni
resto nitrogenado y todo el nitrégeno presente corresponde al pre-
cipitable por Acido tricloroacético (100 %).

Si precipitamos el suero concentrade dializado con SONay al
22 % precipita el 97 % del nitrégeno total. En el filtrado obtenido
de la precipitacién con SONa, al 22 %, se obtiene un 3 % de pre-

o tricloroacético.

eipitable con ei

Precipitacion del filtrado de Pope con diferentes cantidades de
S0 ,Na,. — Como el filtrado de Pope, ya rontiene 5 % de ClNa, se
podia esperar, que para la precipitacién completa de las globulinag
antitéxicas no fuera necesario el 22 % de SUNa.. Con este objeto
precipitamos el filtrado de Pope con 18 %, 20 %, 22 %, y 24 9%
de SO Na,.

En el cuadro signiente damos log resultados obtenidos.

Cuapro VIIT
SO.Nay N precipitable N residual TA. Pérdida de U A /proteina
7 por 4e. triclor. proteosas unidades ™%
proteinas % Yo
18 92 8 160 10 30.000
20 93.5 6.5 180 4] 26.500
22 77 23 180 ¢ 28.500
24 78 21.6 180 1] 22.500

Este eusayo nos indiea, que ya ai 20 % de SOsNay, se consiguen
precipitar integramente las antitoxinas obteniéndose una relacion
de purificacién mejor que al 22 %. A 18 % la relacion de purifi-
cacién es mayor, pero con una pérdida del 10 %, en las unidades
antitéxicas.

Si estudiamos la reparticién del nitrégeno en los filtrados, a las
distintas concentraciones de sulfato de sodio, nos encontramos con
gue s6lo no precipitan con acido tricloroacético, los filtrados corres-
pondientes al 24 %.

A continuacién damos un ecuadro con la reparticién del nitrégena
en los filtrados de sulfato de sodio.



Dichre,

1941

=
)

FErNANDPO MoODERN Y (GUILLERMO RUFP

Cuapro IX
80.Na, Gp del N % del N del N precipitable Proteosas—+
o inteial filtrado por 4e. triclo- N residual
de Pope roacético
{proteinas}

18 26.4 57.5 4.3 5.6
20 23 58.5 R R
22 21 46 2.2 a8
24 18 41.5 1] 106

A 24 % de SO4Nay, el filtrado como se puede ver en el ¢nadro JX,
s6lo contiene nitrégeno correspondiente a protecsas y azoe residual,
La cantidad de proteinas filtrantes al 20 y 22 % de SO Nay, oseila
entre 1 v 2 %.

En resumen, estos ensayos indiean qgue com una concentracidn de
20 % de SO4Nag se consigue una precipitacién gue corresponde prac-
ticamente a proteinas y comparande los valores con el enadro VIII,
el 93,5 % precipita por acido tricloroacético.
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aplicando la tecmca descripta por “Tasteneys vy Borsook (loc cit.).

Este fraccionamiento también se estudia en el precipitado chte-
nido por SO4Na», del suero proteolizado y termocoagnlado. Se de-
termina el fraccionamiento nitrogenado del precipitado de SO Nas
en presencia de alcohol etilico, demostrando que impide la precipi-
a

tacién de gran parte de snhstancias nitrogenadas que no

aba
diftérieas proteolizadas partiendo de chfereﬂte ma‘suzal antitéxico.

antitoxinas.

Por dltimo se estudia la cantidad 6ptima de SO4Nas necesaria pa--
ra la precipitacién de las antitoxinas y que da la mejor relacién de
purificacién.
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