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Purificacion de toxoide diftérico obtenido
en medio simplificado

Por PIROSKY I1G., y PIROSKY R. de

La toxina diftérica no puede purificarse mediante la precipita-
cién en su punto isoeléetrico (P.I.) por su marcada sensibilidad
a la accidn del ién H. Hste método, en cambio, ha sido aplicado
con buenos resultados a la purificacién del toxoide (¥).

En este trabajo hemos estudiado la marcha de la recuperacién
de los valores Lf y dosis minima mortal (d.m.m.) de una toxina
precipitada a P.1. a medida que avanza la detoxificacién por el
formol, y al mismo tiempo, sobre la base de considerar el valor
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formol sobre la moléeula de toxina no incide sobre la magnitud

de ésta, hemos ahondado también el problema de la purificacién
del toxoide por el método de la precipitacién en punto isoeléctrico,
en el sentido de conseguir para el toxoide valores N/Lif del mismo
orden que los obtenidos por los autores arriba citados al trabajar
en toxina diftérica.
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y sus correspondientes toxoides, con los cuales hemos determinado

o logrado:

A) La zona de precipitacion de toxoide.

B) La relacion entre detoxificacién por el formol y recupera-
cién en el punto isoeléetrico.

C) La purificacion del toxoide.

(*) La, precipitacién por 4cido ha sido aplicada por SORDELLI, SAVINO ¥y
PERRARI para la concentracién y purificacién del antigeno que se emplea en este
Instituto para la preparacién de la vacuna antidiftérica. Eev. del Inst. Bact.
Dto. Nac. Hig. 6: 687-718, 1935,
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A) La 7ZONA DE PRECIPITACION DEL TOXOIDE

119

1. Méxima precipitacion. — Se ha determinado la mAaxima preci-
pitacién de toxoides elaborados en el medio de Pappenheimer ()
—toxoide P— y en el medio de Mueller (*) —toxoide M- para

una escala de pH entre 5,6 v 3.

Tanra I

Zona de precipitacién de toxorde

Floculacién
Tubo Toxoide pH
15 minutos 30 minutos 24 horas
1 Toxoide P. 5,6 — — —
2 5,2 — — —
3 4.8 — — —
4 4.6 opalesc floc. fina floc. fina
5 4,3 | floc. fina »  gruesa depdsito
6 41 »  gruesa depésito >
7 5 c.c. en cada tubo 4- » > » »
b3 3,9 » » » »
9 38 » » » »
10 3,7 » » » »
11 3,4 » » » »
12 3~ » » » »
13 Toxoide M 56 — — —
14 5,2 —_ — —_
15 4,8 — — —
16 4.6 opalesc. floe. fina floc. fina
17 4,3 | floc. fina > gruesa depésito
18 4,1 > grucsa depésito »
10 5 c.c. en cada tubo 4- » » » »
20 3,9 » » » »
21 3,8 » » » »
22 3}7 » P »
23 3’4- » > » »
24. 3,— » » » »

Estos toxoides se obtuvieron por accién del formol sobre toxinas
que tenian las caracteristicas siguientes:

Toxina P.: 34 Lf X em?; 2.000 d. m. m. X em?;

*= 0,045 em® y

58 gamas de N/Lf. Se transformd en toxoide por adicién de
39, de formol — 15 dias a 35°C.
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Toxina M.: 55 Lf X em?; 1.667 d. m. m. X em®; 44 gamas de N/Lf.
Se transformé en toxoide por adicién de 2°/y, de formol — 15
fas a 35°C.

o

La zona de preecipitacién se determind agregando a 5 em?® de to-
xoide la cantidad de acido sulftrico al 2 % hasta obtener los pH
indicados en la tabla I. Se deja en reposo y se- observa periédi-
camente la formaeién de floculado durante las primeras 24 horas.

La zona de floculacién de los toxoides P. y M. de acuerdo a la
tabla que antecede se extiende desde pH 4,6 a pH 3 (minimo es-
tudiado).

2. Rendimtento en Lf.— Se ha estudiado el rendimiento en IL.f
de cada uno de los precipitados obtenidos en la escala de pH arriba
indicada. A una serie de tubos que contienen un volumen dado.
de toxolde (fabla II) se agrega 4cido sulftrico al 2 % hasta obte-
ner los puntos de dicha escala de pIl (*). Hsta operacién se rea-
liza entre 0 y 5°C. Después de permanecer durante 30 minutos a
esta temperatura, se centrifuga 15 minutos. Kl liguido sobrena-
dante es separado y el tubo de centrifuga se iunvierte sobre papel
de filtro a fin de escurrir el liguido residual. El precipitado se
redisuelve en un solvente constituido por una parte de una mez-
cla de buffer de fosfato a pH 7,6 y cuatro partes de solucién fisio-
l6gica, hasta completar la mitad del volumen original. Sobre esta
nueva solucién se calecula el rendimiento de la primera precipi-
tacidn.,
ido sobrenadante gue se ha separado después de la pri-
mera precipitacion, asi como aquellos toxoides que no han floculado,
se llevan por nueva adicién de acido sulftrico a pH 3,0. Después
de dejar en reposo 15 minutos, centrifugar, decantar y redisolver
el nuevo precipitado en la forma arriba indicada, se calcula el
rendimiento de esta segunda precipitacién (tabla 1I).

En la primera precipitacién el rendimiento es de 78 a 82 %
partir de pH 3,8. A medida que se eleva el pH el rendimiento
disminuye hasta anularse a pH 5,2. En una segunda precipita-
c¢ion a pH 3,0 de todos los liquidos residuales, se observa que por
debajo de pH 3,8 inclusive, los liquidos permanecen claros, por
haberse agotado el prineipio activo en la primera precipitacién,
obteniéndose, en cambio, un rendimiento progresivo desde pH 4,0

(*) En algunos experimentos la escala de pH ha sido obtenida por mezcla
buffer Me Ilvaine; pero como los rendimientos en Lf eran del mismo orden
que los obtemidos por precipitaeién en medio acido, empleamos en lo sucesivo
este dltimo procedimiento.
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hasta 5,6. Por tanto, pH 3,8 representa el punte de méxima pre-
cipitacién de substancia activa (consideraremos este pH como pun-
to isoeléetrico).

TaBra I

Rendimiento 9.
2a precipitacién
Tubo Toxoide pH 1e precipitacién a pH 3
1t pp. 22 pp.
1 Tox. P. ..... 5,6 — 20 cc. a 50 Lf — 75
2 5,2 — 20 » » 50 » — 75
3 | 40 c.c. 46 | 20cc.a22Lf | 10 » »55 » 33 41,6
4 | a 34 Lf 43 120 > »35 » |10 » »45 » 50 33
5 = 1360 Lf 41 120 » »35 » | 10 » »40 » 50 30
8 | cn cada tubo 4- 120 5 »42 > |10 » »18 » 67 12,4
7 3,9 | 20 » »47 » — 70 —
8 3,8 120 » »55 » — 82 —
9 37 120 » »55 » — 82 —
10 34 |20 » »55 » — 82 —
11 3- 120 » »55 » — 82 —
12 | Tox. M. ... .. 5,6 — 20 cc. » 60 Lf — 73
13 52 — 20 » »60 » — 73
14 | 30 cc. 4.6 20¢cc.a25Lf | 20 » » 37 » 30 3
15 | a 55 Lf 43 |20 > »48 » | 20 » »27 » 50 33
16 =1650 Lf en | 4,1 |20 » »48 » [ 10 » »25 » 60 15
17 | cada tubo 4- 120 » »57 » |10 » » 16 » 70 10
18 3,8 120 » »64 » — 78 —
19 3,7 120 » »64 » — 78 —
20 34 |20 » »64 » — 78 —
21 3, |20 » »64 » — 78 —
3. Determinacion del Kf.-— Se estudid el Kf de log toxoides oh-

tenidos a diferentes pH. La determinacién se realizé sobre 25 Lf
en volumen constante y a temperatura de 56°C. Précticamente
todos los toxoides de la serie flocularon en el mismo tiempo.

4. Determinacion del N/Lf.— Se ha establecido el valor N/Lf
sobre los toxoides obtenidos entre pH 4.6 a 3,0, determinéndose el
nitrégeno total (tabla III).

Estas determinaciones, realizadas con diferentes muestras de pre-
cipitados obtenidos a los pH que se indican, dan valores de N/Lf
que oscilan entre 1,4 y 2,0, sin haberse observado una relacién en-
tre el valor minimo y un pH determinado. Debemos hacer notar
que estos valores han sido obtenidos sobre precipitados escurridos
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y-sin lavar. La diilisis de las soluciones de estos toxoides dismi-
nuye el valor de N/Lf en un 15 %.

Tasra IIT

N/Lf en gamas de los toxoides obtenidos en diferentes pH

pH 4,6 4,3 4,1 3,8 3,4 3,—
Toxoide P. ........ N/Lf; 1,8 1,9 2 1,75 | 1,6 1,84
> M.......... » 1,8 2- 1,9 | 1,82 | 1,65 | 1,72

» primit. P. . » 58

» » M. . 44

5. Zona de precipitacion, rendvmiento en Lf y valor de N/Lf de
toxoides dializados. — Considerando la composicién de log medios
de cultive utilizados para la obtencién de los toxoides que estu-
diamos (toxoides P. y M.), la simple didlisis debe permitir la se-
paraeién de la proteina activa junto con la proveniente de la desin-
tegracién de las baecterias, de los aminoécidos y sales que integran
dichos medios, determinando por esta sola operacién una reduceién
apreciable del N/Lf (tabla IV).

Tapra IV

ADLA 1

N/Lf de tozoides stmplemente dializados

N/Lf
Toxoide Muestra
Sin dializar Dializado
P. 1 58 5,3
P. 2 54 3,6
M. 1 46 41
M. 2 44 3,8

Estos valores de N/Lf obtenidos por simple didlisis de toxoides
provenientes de medios simplificados son bastantes aproximados a
los que se obtienen cuando se precipitan por acido los toxoides ela-
borados en medios a base de agua de carne y peptona.

Determinamos sobre toxoides dializados P. y M. la zona de flo-
culacibén, recuperacién en Lf y valor de N/Lf entre pH 4,3 v 3,4.
Como el toxoide dializado no preeipita por accidén de ién hidrégeno
potr falta de electrolitos, fué necesario antes de acidificar restaurar
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la concentracién de éstos, mediante agregado de 0,9 % de NaCl o
bien efectuar la variacién de pH por la adicién de mezela buffer
Me Tllvaine. La zona de floculacién es la misma que la del toxoide
no dializado. En la tabla V se consigna el rendimiento en Lf y
el valor N/Lf en los diferentes pH obtenidos ya sea por accién de

A3 Aa o
aaicl uffer.

2

An

[415] czela

Tasra V

4cido o por én ni

Rendimiento 9, en Lf, N/Lf de toxoide dializado o diferenie pH

Precipitacion por deido: 20 ce. de toxoide + 2 ce. de NaCl 9 % + dcido sulfdrico
2 por mil hasta pH indicado. 15 minutos a 0°-5° C-centrifugacién y rediso-
lucién del precipitado en mezcla de fosfatos y solucién fisiolégica a pH 7,8.

Precipitacién por mezcla buffer Mc Illvaine: 20 ce. de toxoide -+ 4 cc. de buffer
a pH indicado. 15 minutos a 0°-5° C procediéndose en la misma forma indi-
cada en el pdrrafo anterior.

1 |
Tubo ”I.‘O}foide Mezcla buifer I:Iz$p4 bH rifjni: N/Lf en
dializado Me Ilvaine t Z U foo 7, Lf gamas
1 lMoxoide P. ... — Hasta pH in- | 4,3 50 1,35
2 — dicado 4,1 70 1,6
3 — 3,8 81 14
4 20 cc. en cada — 3,4 81 1,4
5 4 ce. — 4,3 50 16
6 tubo 4 » —_ 4,1 75 1,42
7 4 > — 3,8 85 1,56
8 4 > — 3,4 85 1,52
9 toxoide M. — Hasta pH in- | 4,3 50 1,76
10 — dicado 4,1 68 1,51
11 — 3,8 73 1,62
12 | 20 cc. en ca- — 3,4 73 1,42
13 da tubo 4 ce. —_ 4,3 60 1,70
14 4 » — 4.1 70 1,45
15 4 » — 3,8 78 1,43
16 4 » — 3,4 78 1,35

Los toxoides obtenidos de medios simplificados gue por la sola
dilisis reducen el valor N/Lf de 58-54 para toxoide P. y 46,44 pa-
ra toxoide M., a 5,3-3,6 v 4,1-3,8 gamas respectivamente, por una
subsigniente precipitacién por &cido pasan a valores que oscilan
entre 1,35 v 1,76 gamas. El rendimiento en por ciento de Lf es
del mismo orden que en los toxoides no dializados. Cuando se
flocula el toxoide dializado por accién de mezela buffer, el rendi-
miento en Lf es superior en un 5 % al que se obtiene si la preci-
pitacién se realiza por adicién directa de &cido.
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B) RELACION ENTRE LA DETOXIFICACIOH POR EL FORMOL Y LA
RECUPERACION POR PRECIPITACION EN PUNTO ISOELECTRICO

Cuando se precipita la toxina de los medios de Pappenheimer
o Mueller en su punto isoeléctrico (pH 4,1) por adicién de 4eido
o mezela buffer se obtiene un rendimiento en Lf que dificilmente
pasa del 65 % y el producto asi separado tiene una relacién
d. m. m./Lf que corresponde al 50 % de dicha relacién en la toxina
original. KEn cambio, esta misma toxina, detoxificada por formol
al 2°/g, permite en las mismas condiciones, un rendimiento en
Lt que llega al 85 % sin que se observen alteraciones apreciables
en las cualidades del antigeno.

Hemos estudiade la variacién de la seusibilidad de Ia toxina al
ion H. durante el proceso de la detoxificacién por el formol.
i 1a toxina P. sometida a precipi-
2% en pi 3,8, empleandola tanto
en su constitueién original como también durante el proceso de su
detoxificaciéon por el formol. Inicialmente las caracteristicas de la

toxina fueron: 38 Lf X em®; 2.857 d. m.m. X e¢m® y un valor de
d.m.m./Lf = 75

Modus operandi: A 200 c.e. de toxina o toxina més formol mantenida entre
0°-1°C se agrega 4cido sulffirico al 2 % hasta pH 3,8. Despuds de dejar ez
reposo durante 15 minutos a la temperatura indicada, se centrifuga enérgica-
mente 15 minutos a la misma temperatura. Se decanta el liquido y el tubo
con el precipitado se invierte sobre papel de filtro a fin de escurrir el ligui-
do residnal. El precipitado se redisuelve en 100 c.ec. de una mezela de cuatro

[
=)

v

Bn los liguidos obienidos en cada uno de los tiempos de detoxificacién estu-
diados se determina Lf y d.m.m. por centimetro ctibico. En la tabla VI se
resumen los valores obtenidos. :

vartes de solucién fisioldgica y wuna de mezcla buffer de fosfatos a pH 7,6.
v & J >

&1 consideramos las d.m.m. y Lf que se recuperan en los dife-
rentes precipitados en pH 3,8 de las mezelas toxina -~ formol a
tiempos diferentes, se observa que las dosis minimas mortales re-
presentan en cada preecipitado sélo el 30 % de su valor primitivo
v el valor Lf pasa de 52 % en la toxina original a 65 % al cabo de
una hora y a 81 % a las tres horas de accién del formol. Hste
valor no es superado aun cuando la relacién d.m.m./Lf de las
diferentes mezclas pasa de 21,8 a 0,012 (tabla VI). Ahora bien,
como el rendimiento por ciento de Lf en los diferentes precipitados
aumenta hasta un méaximo a medida que la toxicidad disminuye y
el de las d. m. m. se mantiene constante, la relacién de dichos valo-

res decrece.



TeBLA VI

Formol Temp. de
Tubo Toxina . 8 *foo cont_acto Dmm cc _Dmm
c.e. tiempo de toxina- T.{
contacto formol
ce.

1 200 — 0°C 2857 75 100
2 200 I h 0°C | 2360 62 100
3 200 3 h. 0°C 830 21,8 100
4 200 6 h. 0°C 384 10,1 100
5 200 12 h, 35°C 111 2,9 100
6 200 24 h. 35° C 58 1,52 100
7 200 48 h. 35°C 6 0,16 100
3 200 72 h. 35°C ] 0,85 0,012 100




Recuperacién

volumen %

Lf dmm d mm dmm
ce cc. Li Lt d mm Lf
40 1818 37 52 31 19
48 1320 275 65 28 44
62,5 500 8 8 30 37
58 230 3,9 78 30 26
62,5 — — 81 — —
58 — — 78 — —
58 — — 78 — —
62,5 — — 81 — -

‘24q15 8

3761
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El mismo experimento se ha realizado con toxina obtenida en
medio de agua de carne y peptona y los resultados que se anotan
en la tabla VII indican que la acecién del formol en este caso es
similar al observado en medio simplificado.

C) PURIFICACION DEL TOXOTDE

Los toxoides P. y M. originales precipitados en su punto isoelée-
trico dan soluciones con un valor N/Lf de 20 a 1,6 gamas. Los
mismos toxoides, dializados previamente a su preeipitacion en pun-
to isoeléctrico, tienen un valor N/Lf de 1,76 a 1,35 respectivamen-
te. Pero si recordamos que la simple didlisis de dichos toxoides
ya chsmlnuye el valor N/Lf de 58, 54, 46 y 44 gamas a 5,3, 3,6, 4,1
y 3,8 (tabla IV) estd claro que en realidad, la substancia activa
del toxoide se separa en su punto isoeléctrico sobre la tercera parte
del nitrégeno no dializable. Si bien es evidente que con respeeto
al medio simplificado primitivo esta reduceién significa una consi-
derable purificacién, ya no lo es tanto cuando se toma como valor
limite para toxoide 0,46-0,55 gama N/Lf establecido para toxina.

Hemos ensayado si nuevas precipitaciones en punto isoeldetrico
son capaces de provocar un aumento de la concentracién de la subs-
tancia activa por unidad de nitrégene y si del toxcide semipurifi-
cado en punto isoeléetrico se puede geparar la proteina inactiva
por aceibn del sulfatc de amonio a 1/3 de saturacién a fin de

ISAS2A

acercarnos al valor N/Lf sefialado més arriba.

>

a) Precipitaciones sucestvas en punto tsoeléctrico. — La serie de
precipitaciones han sido realizadas de acuerdo al modus operandi
siguiente (tabla VIII):

1) 500 c.c. de toxoide P. de 30 Lf por e.c. y 58 gamas N/Lf, se tratan por
4cido sulfiirico al 2 9 hasta obtener pH 3,8, El precipitado obtenido por
centrifugaciéon se redisuelve em 110 e.e. de mezcla buffer-fisiolégica a
pH 7,6: solucidn 1); (110 Lf por c.e., 80 % de rendimiento y 2,1 ga-
ma N/Lf). Si esta solucién se dializa durante 24 horas, el valor N/Lf
pasa de 2,1 gama a 1,84.

2) 40 c.c. de solucién 1 se llevan a pH 3,8; el precipitado se redisuelve en
40 c.c. Se obtiene solucion 2; (100 Lf por c.c., rendimiento 90 % y 1
gama N/Lf).

3) 30 c.c. de solucién 2 se llevan a pH 3,8; el precipitado se redisuelve
en 30 c.c. Solucion &; (90 Lf por ec.c, rendimiento 90 %, 0,92 gamas
N/Lt).

4) 20 c.c. de solucién 3 se levan a pH 3,8; el precipitado se redisuelve en
20 c.c. Solucion 4; (90 Lf por c.c., rendimiento 100 %, 0,86 gamas
N/LfE).



Formol Temp. de

Tubo Toxina . 6 °/w cont-acto
ce. tiempo de toxina-
contacto formol
1 960 — 0°C
2 960 1 h. 6°C
3 965 4,30 h. 0°C
4 970 8 h. 35°C
5 800 12 h 35°C
6 400 24 h 356°C
7 240 48 h. 35°C
8 500 72 h 35°C
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Tasna VII
Recuperacién
Dmm oo, Dmm } Volumen 7,
Lf
i dmm dmm dmm

ce. Lf dmm
ce. ce. Lf Lt
1250 89 103 | 70 | 3300 47 52 28 53
1000 75 168 80 1666 27,6 75 ©29 40
333 23,8 140 90 708 7,8 90 30 32
166 11,7 106 100 — — 80 — —
70 5 93 110 — — 90 — —
25 1,7 33 150 — —- 89 — —
2 0,14 35 80 — — 84 — —
0,7 0,05 31 150 — - 83 — —

HA ] AMS0UIJ X BT AMS0dL]
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b) Precipitaciones suceswas por sulfato de amonio a 1/3 de sa-
turacidn ;

27) 50 c.c. de solucién 1 se trata por sulfate de amonic hasta 1/3 de satu-
racién (11,83 gramos); se deja en frio durante 24 horas; se scpara el
floculado que se forma. XEI liguido sobrenadante se dializa y se obtiene
la solucion 27); (70 c.c., 65 Lf por c.e., rendimiento 80 %, 1 gama de
N/Lf).

3’) 40 e.c. de solucién 27) se tratan en la forma indicada en 2/); se obtienen
52 e.e. de solucién 37); (40 Lf por c.c., rendimiento 82 %, 0,75 gamas
N/Lf).

47) 40 e.c. de solucién 3”) se tratan como en 2’); se obtiemen 50 c.c. de
solucion 47); (28 Lf por e.c., rendimiento 82 %, 0,62 gamas N/Lf).
Este liquido da aun opalescencia por nueva adicién de sulfato de amo-
nio a 1/3 de saturaciém, pero no hemos continnado la operacién dado el

egeaso contenido en Lf por e e
Esta marcha también se realizé con toxoide M.

a) Precipitaciones sucestvas en punto isoeléctrico:

1) 500 c.c. de toxoide M. de 55 Lf por c.c. y 44 gamas N/Lf se llevan a
pH 3,8; el precipitado se redisuelve en 200 c.c. Solucidn 1 (105 Lf por
c.c. —1,9 gamas N/Lf, rendimiento 76 %).

2) 90 c.c. de solucién 1 se llevan a pH 3,8; el precipitado se redisuelve en
80 c.c. dando lugar a la solucion 2; (95 Lf por c.c., rendimiento 90 %
y 0,98 gamas N/Lf).

3) 80 c.c. de solucién 2 se llevan a pH 3,8; el precipitado se redisuelve en
80 c.c.: solucion 3; (90 Lf por c.c., 0,96 gamas N/Lf, rendimiento 95 9%).

4) 50 c.c. de solucién 3 se levan a pH 3,8; el precipitado se redisuelve en
50 c.c.: solucion 4; (90 Lf por c. c., 0,92 gamas N/Lf, rendimiento 100 ¥%).

b) Precipitaciones sucestvas por sulfato de amonio al 1/3 de
saluracton ;

2’y 100 c.c. de sgolucién 1 se tratan por 23,66 gramos de sulfato de amonio,
después de 24 horas en cAmara fria se centrifuga y el liquido sobre-
nadante se dializa. Se obtiene la solucion 2'); (120 c.c., 95 Lf por c.c.;
1 gama N/Lf, rendimiento 87 %.

100 c. c. de solueién 2/, mueva precipitacién con sulfato de amonio al 1/3
de saturacién y el liquido sobrenadante dializado constituye solucidén 8’);
(120 c.c., 65 Lf por c.c., 0,74 gamas N/Lf, rendimiento 82 %).

37

N

47y 100 c.c. de solucién 3/, por subsiguiente precipitacién por sulfato de amo-
nio al 1/3 de saturacién da lugar a la solucion 47); (110 ec.c., 45 Lf por
c.c., 0,56 gamas N/Lf, rendimiento 75 %).

Como puede verse en la tabla VIII, en la segunda precipitacién
en punto isoeléetrico el prineipio activo del toxoide se separa sobre
un substratum nitrogenado que equivale a la mitad del valor dado



Tasra VIII. — Precipitaciones sucestvas por dcido y sulfato de amonio de los toxoides P. y M.

500 c.c.

30 Lif/ec.
58y N/Lf /

Toxoide P (formol 3"/00‘)

pH 3,8
110 ce.

110 Lf fec. ‘
\L 2,1y N/L{
1

Rend.: 80%

40 cc. pH 3,8

40 ce.

2 100 Lf/ecc.
1y N/Lf

Rend.: 90%

30 ce. pH 3,8

30 ce.

90 Lf fec.
0,92 v N/Lf

Rend. 90 %,

30 cc. pH 3,8

20 ce.

90 Lf/ee.
0,86y N/Lf

Rend.:100%

50 ce. 4 SO4(NH4)2!/: sat.

70 ce.
( 65 Lf fee. ) 9!

1y N/Lf

Rend.: 80 %

40 ce. + SO«(NH4):»
1 /s sat.

52 ce.

40 Li/cc. 3"
0,75y N /Lf

Rend.: 82 %

40 ce.
SO(NHy)z /s sat.

50 ce.

28 Li/ee. &
0,62y N /Lf

Rend.: 82%

Toxoide M (formo] ?«“/no‘)

55 Lf/ce.
500 ce. 44+ NJLE ,
pH 3,8
[ 200 ce.
105 Lf /ec.
i/ 1,9y N/Lf
1 Rend.: 76 %

90 ce. a pH 3,8

90 ce.

2 95 Lf /ce.
0,98 v N/Lf

Rend.: 909,

80 cc. a pH 3,8

80 ce.
3 90 Lf /ce.
0,06y N/Lf
Rend.: 95%
50 cc. pH 3,8
50 cc.

90 Lf/ce.
0,92 v N/Lf

Rend.:100%

€

100 ce. 4 SO4(INHy)2 /3 sat.

’ 120 ce.

( 95 Lf /ce. 97
1y N/Lt

“Rend.: 87 %

100 ce -+
SO:(NHy)z2 /3 sat.

‘ 120 ce. \L

(\65 Li jec. ) 3/
0,74 v N/LE

Rend.: 829,

100 cc. +
SN«(NHy)s! /s sat.

110 ce.

45 Lf /ec. 4
0,56 v N/Lf

Rernd.: 75%
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por la primera precipitacién, pasando de 1,9 y 2,1 (para toxoides
P.y M.) a 0,98 gamas N/Lf con una recuperacién de 80 a 90 %

En las subsiguientes precipitaciones en P, 1. esta purificacién n
progresa. En cambio, si a la solucién de toxoide obtenida después

wn O

TasLa 1IX

Accién de precipitaciones sucesivas por deido y sulfato de amonio a 1/3 de saturacién
sobre un toxoide previamente separado de un medio de agua de carne peptona por
agregado de dcido  sulfiirico en pH 3,4.

Toxoide en medio de agua de carne-peptona.
pH 34,
150 cc.
370 Li fce.
1431y N/t

MRend.: 80%7

50 ce. pH 3.4 150 cec.

130 Lf fec. ) ot 9 (340 Lf fec. \

0,69 v N/Lf 25 e, + SOUNH ) [z sat, Diglisis 1y NJ/LE /'

MRend.: 70 % Rend.: 92%

110 cc. a pH 3,4

50 ce. 110 ce

110 Lf /ce. 3 < 3 300 Lf/ce.

0,70 v N/Lf 25 ce. + SO4(NHy):1/s sat. Didlisis 1y N/Lf

Rend.: 74 % . “Rend.: 90 %"
8C cc. a pH 3,4

50 ce. 80 cc.

130 Lf /ec. 47 < i 300 Lf /ee.

0,57 v N/Lf 26 ce. + SO«(NH)2 1/s sat. Didlisis 0,97 v N/Lf

Rend.: 87 % Rend.:100%
40 cc Va, »H 34

50 cc 40 ce.

110 Lf /ee. 5 < 5 300 Lf/ce.

0,58 v N/Lf 25 ec. - SO4(NHy):2 1/3 sat. Dislisis 0,95 v N/Lf

Rend.: 70 %, Rend.:1009%,

de cuatro precipitaciones en P. 1. se la trata por sulfato de amonio
al 1/3 de saturacién, se consigue un valor N/Lf de 0,58 gamas
"con una pérdida adicional de 24 %.

Pero si al toxoide separado del medio orlgmal por una precipi-
tacién en P.1. se lo trata por sulfato de amonio al 1/3 de satu-
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racidn y se repite esta Ultima operacin en tanto aparece un pre-
cipitado, se pasa de 1,9 gamas de N/Lf a 1,—, 0,74 y 0,56 sucesi-
vame;lte, con pérdidas que van del 13 al 256 % en cada operaeién.

Aplicado este procedimiento a Ia pu 1f1~,acirfn_ de un toxoide
prev1ame11te separado de un medio agua de carne-peptona por ac-
cién del dcido suiftirico, se obtienen resultados similares a los in-
dicados mas arriba para toxoides separados de medios simplifica-
dos (tabla IX).

Como se ha observado para toxoides provenientes de medios sim-
plificados también el toxoide elaborado en medio agua de carne-
peptona separado a pH 3,4, reduce el valor N/Lf en la segunda
precipitacién, pasando de 3,1 a 1 gama con un 20 % de pérdida.
Nuevas precipitaciones a pH 3.4 no disminuyen. el valor N/Lf. En
cambio si cada una de las fracciones obtenidas por precipitacién
en medio Acido ge tratan por sulfato de amonio a 1/3 de satura-
cidn, el valor N/Lf paga de 1 a 0,58 gamag,

Ahora bien, cuando se trata un toxoide previamente separado a

pH 3,4 de medio agua de carne-peptona por precipitaciones repe-

. N .y,
nic al 1/8 de saturaeidn. gse obtlene des-

tidag somn s 11fatn de am
con 1PaCion, ne ae

tidas ulfatc de amonio al 1/3 d

pués de cuatro precipitaciones un valor de N/Lf de 0,62 gamas, con
una pérdida que oscila entre 13 y 24 % en cada operacién.

Valor antigénico de los toxoides estudiados. — Hemos examinado
la capacidad de estimular la produceién de antitoxina de los toxoi-
des siguientes: 1) solueién original de los toxoides elaborados en
medios simplificados, 2) los imismos precipitados en su P. 1. wna y
dos veces, 3) precipitacién en P.I. y fraccionamiento por sulfato
de amonio, 4) solucidn original de toxoide obtenido en medio agua
de carne-peptona, 5) del mismo separado a pH 3,4, una y dos
veces.

Para ello se inmunizaron con cada antigeno por via subcutinea
lotes de 10 cavias de 250 gramos, inoculdndose dos dosis de 5 Lf
a 20 dias de intervalo. La medicién realizada en conejo por via
intradérmica demostrd que el valor antigénico de los toxoides ob-
tenidos por los procedimientos enunciados es practicamente el mis-
mo, oscilando los valores para la sangria exploratriz realizada pre-
viamente al segundo estimulo entre 1/100 y 1/30 de unidad anti-
téxica y para la sangria exploratriz efectuada 20 dias después del
segundo estimulo entre 1/10 y 2 unidades antitéxicas.
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CONCLUSIONES

El toxoide diftérico elaborado en medio simplificado flocula en
presencia de electrolitos por accién de ion hidrégenc en una zona
comprendida entre pH 4,6 vy pH 30

El méaximo rendimiento en Lf se halla en pH 3,8. Un aumento
de concentracién de ion hidrégeno no mejora el rendimiento.

Por simple dialisis, el valor N/Lf de estos toxoides pasa de 54
a 3,6 gamas.

Por precipitacién directa en punto isceléctrico el toxoide de me-
dio simplificado se separa sobre la tercera parte del nitrégeno no
dializable, dando un valor N/Lf de 1,‘5 gamas.
ucesivas precipitacioues en P. 1. reducen dicho valor hasta 1
gama.

Por ';\rﬂcipi
io a 1/3 de saturacidn se obtlene un valor N/Lf de 0,56 de

acién en P.I. y subsiguiente tratamiento con suifato
S PN
1€ alito
gama con un 50 % de rendimiento.
La capacidad vacunante del ant geno asi obtenido es practica-

(]

B e | Ta Aal
mente iguar a 1a Qeél
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