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Ensayos de purificacién del suero antidiftérico
por adsorcién con el Al (OH),

Por Ralil Wernicke y Fernando Modern

El primer ensayo que hemos encontrado en la literatura,
de purificar el suero antidiftérico por adsorcién y elucién de la
antitoxina, usando como adsorbente el A1(OH)g;, se debe a H.
Aronson. ()

Este autor parte de la observacién de que toxinas y anti-
toxinas filtradas a través de Al1(OH); recién precipitado, pier-
den su actividad. Creyendo encontrar asi un método de aislar
la antitoxina diftérica, somete al suero antitéxico a la accién
adsorbente del Al(OH); precipitado en el seno mismo del li-
quido, para cuyo efecto le agrega una solucién (SOy); Al ¥
cantidad equivalente (hasta débil acidez) de NH;. Al precipi-
tado que arrastra casi totalmente (95 %) la antitoxina, lo lava
con agua y luego lo somete a la accién prolongada de una débil
solucién alcalina (NH; 6 NaOH), que apenas azulea el papel
rojo de tornasol. Realiza una segunda elucién del precipitado y
a los liquidos que han extraido la antitoxina los somete a la
aceién precipitante del alcohol o del SO,Am,. Obtiene asi un
polvo blanco, con muy poca ceniza (3-5 %) perfectamente so-
luble en agua, sobre todo si ha sido alcalinizada débilmente. En
cuanto al rendimiento del método, no es facil formarse una
idea clara, pues los datos no son muy explicitos y ademas no
hay concordancia entre los resultados numéricos y los comenta-
rios del autor. Sin embargo, en uno de los experimentos es fa-
cil sacar en limpio que ha conseguido concentrar alrededor de
3 veces el valor antitéxico del suero, pues encuentra igual acti-




514 PURIFICACION DEL SUERO ANTIDIFTERICO

vidad en 0.0005 c¢m.? del suero inicial y 0.000015 gramos del
polvo obtenido segiin su método. Admitiendo que el suers tu-
viera 9 9% de proteinas, en los 0.0005 ¢cm.? habria 0.000045 grs.
de residuo seco (protéico), que corresponde justamente al tri-
ple del peso de sustancia de igual actividad finalmente obtenida.

Aronson habla de sueros que ha conseguido concentrar
“solo 30 veces”, por lo que es de suponer que ha logrado con-
centraciones mayores, pero en su memoria no figuran los pro-
tocolos que atestiguarian tan halagiiefios resultados.

Ademas del A1(OH); como adsorbente, ha empleado fe-
rrocianuro de zine, hidrato férrico y otros precipitados, que
igualmente le han dado buenos resultados.

Brieger y Boer () se han preocupado de purificar sueros
antitéxicos (antidiftéricos y antitetdnico) por precipitacién
con disolventes organicos (etanol, metanol) Aacidos organicos
y minerales, sales alcalinas y alcalino-térreas y finalmente con
sales de metales pesados.

De estas tltimas ensayan acetato de plomo, sulfato de
. cadmio, sulfato de cobre, bicloruro de mercurio, nitrato de pla-
ta y sulfato y cloruro de zinc. Por adicion de estas sales, por
ejemplo, en el caso de emplear sulfato o cloruro de zinc, se for-
man en el suero precipitados mas o menos abundantes que
arrastran la antitoxina. Este precipitado es lavado y disuelto
en solucién débilmente alcalina  ( = N/400), y se elimina luego
al metal pesado (Zn) por accién del CO, y aun del SH,. Final-
mente, aunque no consiguen eliminar totalmente al zinec de la
antitoxina, obtienen ésta bajo la forma de un polvo blanco f-
cilmente soluble en agua. Partiendo de 10 cm.? de suero antidif-
térico o antitetanico, recogen totalmente la antitoxina en 0.1
gramo de polvo seco.

Como se ve, este método difiere fundamentalmente del de
Aronson por cuanto usa las sales de metales pesados para for-
mar combinaciones protéicas insolubles que arrastran consigo
las antitoxinas, combinaciones que luego solubilizan y desdo-
blan por la accién de precipitantes del metal, dejando protei-
nas y la antitoxina en solucién; de modo que si bien las antito-
xinas precipitaron por adsorcién, en cambio no fueron recupe-
radas por elucién.

Freund y Sternberg ) confirman posteriormente los
resultados de Brieger y Boer y ensayan otras sales metalicas
con resultados variables. Las sales de Sr. y Co no son utiliza-
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bles, pero si las de Al, (sulfato y el alumbre potasico) que agre-
gadas al suero forman un abundantisimo precipitado, facil-
mente filtrable, que deja toda la antitoxina en solucién. En
cambio el suero adicionado de alumbre potasico y alcalinizado
con KOH, forma un precipitado que arrastra la antitoxina, la
que se recupera por extraccién en medio alcalino.

Precipitando al Zn como carbonato o fosfato, en el suero
no arrastra la antitoxina, pero en cambio es adsorbida si se
precipita al estado de hidrato y la antitoxina fijada entra en
solucién al tratar el precipitado con 4lcalis débiles.

En esta memoria no figuran protocolos ni datos numéri-
cos referentes a estos ensayos.

Los ensayos de Zunz (9 sobre adsorcién de toxinas y an-
ticuerpos se han referido especialmente al 4acido silicico (purifi-
cado por electrésmosis y quimicamente puro) aunque empled
también carb6én animal y caolin como adsorbentes. Sus resul-
- tados son poco concretos (no hace mediciones, siné sélo veri-
ficaciones cualitativas) y ademés no se preocupa de recuperar
las sustancias activas separadas por adsorcidn.

Marshall v Nelker (9 han estudiado extensamente el po-
der precipitante del A1(OH); recientemente obtenido (por adi-
cién de NH; a soluciones de alumbre amoniacal) cuando es agre-
gado a soluciones coloidales, En sus ensayos sobre toda clase
de coloides: metales, sales, 6xidos, colorantes, polisacaridos,
grasas, jabones, albiminas, globulinas, caseina, nucleoprotei-
dos, proteosas y sustancias complejas tales como leche y suero,
han obtenido un resultado uniforme, en el sentido de que el
Al(OH), fija todos los coloides ensayados, con la sola excep-
cién de la hemoglobina que se conserva integramente en solu-
ci6én. Estos ensayos nos llevarian a admitir la imposibilidad de

fraccionar coloides por adsorcién, salvo en casos muy especia-

les, como el de la hemoglobina, pero antes de llegar a tal con-
clusién, debemos tener en cuenta que estos autores han proce-
dido siempre con soluciones coloidales muy diluidas, eircuns-
tancias en las cuales es dificil y quizds imposible, notar diver-
sidad de comportamientos para con un adsorbente.

Ensayos posteriores de Welker y Marshall (6 se refieren
al poder adsorbente del A1(OH); para las enzimas, las que son
todas fijadas totalmente con excepcién de la amilasa de la
saliva, que s6lo lo es parcialmente, Estos autores no han ex-
tendido sus investigaciones al estudio del comportamiento de
toxinas, etc.
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Nebel (M describe la patente Sames que utiliza el A1(OH),
formado por adicién de acetado de aluminio al suero alcalini-

zado, para eliminar del mismo gran parte de las proteinas
inactivas.

Rakusin y Flieher (8 creen haber endontrado un méto-
do para obtener antitoxina pura, método que serviria también
para la medicion de los sueros. Fundados en la observacion
de Zunz (4) de que la antitoxina diftérica no es fijada por dis-
tintos absorbentes y en el hecho de que el Al1(OH); suspendido
en agua y adicicnado al suero fija buena parte de las proteinas
(el 44 % en tres adsorciones sucesivas), admiten ellos de que
en estas condiciones la antitoxina diftérica no es adsorbida y
queda en solucién al estado de antitoxina pura. El trabajo no
contiene protocolos ni medidas que confirmen esta conclusién.

Ultimamente, Eisler y Spiegel-Adolf () estudian una se-
rie de métodos fisico-quimicos para concentrar anticuerpos, y
se ocupan especialmente de la adsorcién con Al(OH);. Los en-
sayos con el suero antidiftérico, son poco demostrativos, pues
los resultados que publican parecen no ser concordantes.

‘En todas estas investigaciones, referentes a la purificacién
del suero antidiftérico por adsorcién de la antitoxina con
Al1(OH); y posterior elucign, nos hemos encontrado con datos
insuficientes sobre las condiciones experimentales y con resul-
tados contradictorios. °

Como en algunos casos pareceria que el método ha permi-
tido purificaciones considerables del suero, nos propusimos
aplicarlo a-nuestros sueros, con las variantes que la experien-
cia nog indicara.

Los ensayos previos nos revelaron inmediatamente la exis-
tencia de factores de accion que debian ser bien determinados
a fin de conseguir experimentos reproducibles. En primer tér-
mino figura el pH del medio durante la adsorcién y durante la
eluciéon. Ademas como en todo fenémeno de adsorcién, son fac-
tores importantes la concentracién y volimen del suero, la can-
tidad de A1(OH); y el tiempo de contacto.

Nuestros experimentos han respondido al siguiente plan:
I. Adsorcién con AlI(OH); seco, agregado al suero:

a) En proporciones variables, con respecto a la cantidad
de suero.
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b) En sueros diluidos a distintas concentraciones.

N II. Adsorciéon con AI(OH); precitado en el seno del suero:
a) Con cantidades crecientes de A1(OH)s.
b) Con diluciones de suero, de distintas concentraciones.
¢) Haciendo la adsorciéon a distintos pH.

Hemos ensayado adsorciones sucesivas sobre una misma
porcién de suero, renovando el adsorbente, eluciones repetidas
sobre un misme adsorbente, y también hemos ensayado elucio-
nes a distintos pH.

ADSORCION CON AL(OH); SECO

Como material adsorbente hemos empleado, hidrato de alu-
minio purisimo, exento de alcali, de Merck y otro producto
o preparado por nosotros en la siguiente forma: la solucién
v CI;Al 2N, es adicionada de NaOH 2N. hasta débil coloracién
rosada con fenolftaleina, recojemos el precipitado sobre papel
de filtro plegado y lo lavamos con agua destilada caliente unas
diez veces. Como el liquido de lavaje arrastraba continuamente
cloruros, suspendemos el precipitado en agua, agitamos hasta
suspensiéon homogénea y centrifugamos. Con el precipitado re-
petimos esta operacién cuatro veces y luego lo secamos en una
estufa a 105°-110°, hasta constancia de peso ( % 15 horas).

- Las suspensiones en agua de este A1(OH); tenian reaccién

ligeramente acida. .
Cuanro I
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1:51 62 1.50| 25 (1 gr. | 62 |1.49|17.5|1gr.| 60.(1.47(4.40
1:5] 62 1.50 | 25 |2gr.| 62 152 | 17.5 2gr.| 60 |1.54|4.49
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En el cuadro N° 1 figuran los datos del primer experimen-
to realizado con el A1(OH); preparado por nosotros. La téc-
nica era la siguiente: sobre un determinado volimen de suero
diluido agregamos el Al1(OH) ; seco; agitamos en agitador meca-
nico durante 20 horas y centrifugamos. Del liquido sobrena-
dante reservamos una parte para medir su poder antitéxico y
contenido .protéico y al resto lo sometemos a una segunda ad-
sorcién con nueva cantidad de AI(OH);. Agitamos también
durante veinte horas, centrifugamos, hacemos las mismas deter-
minaciones y ademaés el pH sobre el liquido sobrenadante.

Como se ve, no se ha producido adsorcién apreciable, pero
es de notar que por la acidez del AL(OH); hemos procedido
con liguidos de pH muy bajos.

Cuapro II

En este cuadro N° II figuran los datos de un experimento
analogo al anterior, pero en el que usamos como adsorbente el

Al(OH); Merck. Seguimos la misma técnica experimental que
en el caso anterior.

Notamos aqui que ha habido una’ pequefia adsorcién de

U- 2 del mate-
Prot.

rial desaparecido por adsorcién es la misma que la del suero
inicial, por lo cual es de prever que no nos proporcionari una
purificacién de la antitoxina.

las proteinas y de la antitoxina, pero la relacién

Es de notar que la débil adsorcién positiva observada con
el A1(OH); Merck, en oposicién al resultado negativo obtenido
con el Al(OH); preparado por nosotros, no debe atribuirse
solamente a la naturaleza del adsorbente, siné también y qui-
zas en primer término al pH del medio mas elevado.

& 3 _é,"s 2 1* ADSORCION 22 ADSORCION ENLAS DOS ADSORG 6NES
2o = s | ° % o = - R = .
e A R P P A PR A T A
SEIES|SE| £ |23k c2| <2 |52 |55 (B85~ |52l85 @ 2| A3
2 =] =, = = 3|~ 5 A = 22 |==3 = . = + S S . 9
5|8 |ER| S [S87|3%|Jg | B | EE|PE |22 S fg R R E 7|24
1:10y 3110.75] 40 (4 gr.! 28 {0.61,0.14] 30 |4gr.| 25{0,40)0.21|8.18] 0.35 6
3:10 93 (2.25| 40 |4 gr. 78 |2.12]0.13] 30 (4gr} 75(1.85/0.27|8.30| 0.40 18
1:2 | 155 |3.75] 40 |4 gr.| — |3.50/0.25| 28 |4 gr.| 140 |3.23{0.27|8.31| 0.52 15

Fol. 7o Ng 44
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Vemos, por lo tanto, que el A1(OH); seco agregado al sue-
ro, tiene muy poco valor para la fijacion de antitoxinas.

11

ADSORCION CON AL(OH)j; PRECIPITADO EN EL SUERO

-

Los cuadros 3, 4 y 5 presentan los datos experimentales y
resultados de nuestros ensayos de adsorcién de la antitoxina
diftérica por el A1(OH) ; precipitado en el seno mismo del suero.

Los experimentos fueron hechos en la siguiente forma:
a un volimen dado de suero se le agregan cantidades variables
de agua y luego de soluciones equivalentes de Cl;Al y NaOH,
de manera que en cada ensayo obteniamos volimenes iguales
para todas las diluciones resultantes del suero. Este liquido
heterogéneo era sometido una media hora a la centrifugacion,
con lo que separaba el precipitado adsorbente del resto del li-
quido sobrenadante. Sobre éste se median valor antitéxico y
contenido proteico, estableciéndose por deferencia la propor-
cién de proteinas y de antitoxinas adsorbidas.

Cuapnro II1

IS Be | on = s | 2 Liguido sobrenadante | Adsorbido
R R A PP P P I s = T~
B3| 8c | g8° qa) qa’ 25 a2 ] i s >, 3 5
s:|fe |22l 2|E 8|8zl |2| = | 8| B8 |5t
S S A R - R B N A -
L Ll is Sl el = E |l s & 15
7130 — |75c2{76c3|45.1] 2:3|5.—|207| 8.9 [4.34 | 200 {0.66] 7
20 | 10 |75¢.27.6c.2[45.1) 4:9 |3.33|137] 9.2 {2.90 | 133 |0.43| 4
10| 20 [75¢c2)76c2|45.1] 2:9|1.7 | 67] 9.3 |1.24 | 60 |0.42

En este experimento (cuadro N¢ III) la adsorciéon ha sido

muy débil, lo que es atribuible al elevado pH de los liquidos.

Por otra parte la relacion Z-2- ha aumentado en el liquido so-
Prot.

brenadante (4600 contra 4100 del suero original), lo que indica
que en estas condiciones el Al1(OH); absorbe proporcionalmente
mas proteinas que antitoxinas.
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Cuvapro IV

& 2o | @ - ° . Liq. sobrenadante Adsorbido
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S rHEHE R R R R I
32 8| E| 8= | 2 Ex (S8l 2 ]| & : 2 g g 5
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" Nissis I IR IS Sl | & B
101 30 {1 40 |10 c.*j10c.®] 90 | 1:3|2.51103] 8.2 |1.48|62 1.02] 41
111 30 ] 20 |20 c.*|{20c.?] 90 | 1:3|2.5]/103] 7.8 |0.8360-30|1.67 [43.-73
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Operando a pH méas préximo del punto neutro (cuadro
Ne¢ IV), la adsorcién es mas intensa y como era de suponer, es
proporcional ademas a la cantidad de adsorbente. La relacién

% no se modifica sensiblemente en el liguido sobrenadante.
Cuapro V
e =, | e — o | % | Liq. sobrenadante Adsorbido
RN VR PR Pl PVE ESN o - =T - [ =1 -
~2l8cl8c|8 s le w8281 8 le]l | 2| Bl %) B
SHIEE|E8|E “|E S |5E|se| 2> 4| 2 21§ ¢
o Mg 12X |F S|F 2 |FS £ S| - ] 2| < 2 <
I L I |5 1% s El B |E]| B
13 21.4| 3c¢.3|2.6¢c.2] 306 |1:10{0.751 31 | 7.2 | O 0 ]0.75| 31
14 21.7| 3c.® |23¢ 30 |1:10{0.75{ 31 | 4.5 |0.26] 15 ]0.49} 16
15 22 3c.®}2.0c?| 30 |1:10{0.75] 31 | 4.3 |0.45] 25 |0.30 6

En este experimento (cuadro N° V), operando con sueros
maés diluidos y a distintos pH, se obtiene la adsorcién total
de proteinas y por lo tanto de las antitoxinas a pH 7,2 y en
cambio la fijacién es méas débil a pH bajos. Es de notar que en
el liquido sobrenadante hay un sensible aumento en el valor
de la relaciéon %‘:—: (en el suero original el valor de esta relacién
es 4100), de manera que en medios acidos, igualmente que en
medios alcalinos, el A1(OH); absorbe proporcionalmente mas
proteinas inertes en las proximidades del punto neutro.

Vemos, en restmen, que el Al(OH), recientemente precipi-
tado en el seno del suero mismo manifiesta en grados diversos su
poder adsorbente para las proteinas y antitoxinas, dependiendo,
en la forma que lo evidencian los cuadros de mas arriba, la di-
lusién del suero, la cantidad de adsorbente y la reaccién del
medio. :

S~
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RECUPERACION DE LA ANTITOXINA DIFTERICA POR ELUCION

En los ensayos de eluci6on de la antitoxina adsorbida .se
planteaba el doble problema de averiguar, en primer término,
en qué condiciones se producia la elucién y luego, si era ella
selectiva o mas acentuada, para las antitoxinas, con lo que ha-
ria factible su purificacién.

En los cuadros nimeros VI, VII y VIII figuran los datos su-
ficientes para conocer las condiciones experimentales y los re-
sultados obtenidos,

Cuapro VI

é Liguido original Liquido sobrenadante _Adsorbido Liquido de elucién

Q o o ° ° .
Al = @, <43 s i .43 s =, BN . .3
z2 8 |B| 52| o 2 || %2 2 |B| . S
2 BRI ERE IR R NI - R e
| & || P8 E |s|Ps| & s £ [5] P8
16]0.75 |31 | 4100 | 9.4 | 0.52 {22| 4200 |0.225| 9|> 9.5| 0.23 | 7| 3044
1710.75 31| 4100 | 7.03 | 0.30 |13 4300 |0.45 |18] 8.2]| 0.44 |18 4100

En el primer experimento (cuadro N¢ VI), procedimos en
la forma siguiente: a dos porciones de 3 cm.? suero antidifté-
rico-agregamos 21 cm.? de agua y 3 cm.? de Cl;Al IE; ahora
bien, a fin de que los dos liquidos tuvieran distintos pH, preci-
pitamos el A1(OH);, en uno de ellos, agregando 3 cm.?
NaOH ¥/, y en el otro, agregando sélo 2.8 cm.? NaOH N/;.

Ambos liquidos eran centrifugados media hora, recogia-
mos el liqguido sobrenadante, y mediamos su volimen, a fin de
agregar uno igual de NaOH N/100 sobre el precipitado adsor-
bente.. Homogeneizada esta nueva mezcla, era luego agitada du-
rante 20 horas, al cabo de las cuales por una nueva centrifuga-
cién se separaba el liquido de elucidn. .

Lo que mayormente se destaca de este experimento es que
la adsorcién fué mas activa a pH 7.03 que a pH 9.4, dato con-
cordante con los anteriores y la elucién fué practicamente to-
tal en ambos casos, realizadas en medio francamente alcalino.




522 PURIFICACION DEL SUERO ANTIDIFTERICO

Cuapro VII

Vol. I'. No 4

& =2 g | Adsorbido | Liq. de la 1.° Elucién Liquldo de la 2.° Elucién o
=zl o5gl 2 |2 8| % 2 | 8 | 25 |&58
BEIEE] 5 |52 &l 2 | E| 2 | <& |52
o FlEz Al £ [ R 4B 2| 2 4 B <58
= g8 @ & B LERES] & & 5 2} 5 E
2 o
-2 .
1363 ; 0.75 |31{8.3|0.35|18/5140(> 8.5 |0.315| + 15 |+ 4760|100 %,
@ =) .
14 b= 0% 0.49 (16} — | 0 |—| — |>8.5]0.37 |+ 15|+4000| ,,
=
156 |F &

0.30| 61—} 0 |—| — |>85(0.31 |+ 7 [+2300

Los ensayos de elucién que figuran en el cuadro N° 7 fue-
ron hechos sobre los adsorbentes obtenidos en los experimen-
tos 13, 14 y 15 que constan en el cuadro N° 5. En principio y en
detalles el experimento lo realizamos en analoga forma al an-
terior con la sola diferencia que procedimos a una segunda elu-
cién. .

Los adsorbentes de 14 y 15 eran muy acidos (ver cuadro
N° V), asi que al agregarle el NaOH N/100 para provocar la
elucién, la mezcla debié tener un pH por debajo de 7, lo que
impidié la redisolucién de las proteinas. En la segunda elucién,
en cambio, en que los liquidos eran francamente alcalinos, te-
nemos la recuperacidon practicamente total de proteina y anti-
toxina adsorbidas. '

En ninguno de estos experimentos hemos conseguido una
ventaja real de purificacién, pues muy poco ¢ nada ha aumen-
tado la proporcién de unidades antitéxicas por gramo de pro-
teina. _ :

Cuanro VIII

Liquido original Ligquido sobrenadante Adsorbido Liguido de Elucién

> . = 4 « = o

e o ‘g = «, 3 = - == . &
3 l<g|<&| 5| &2 | B |<2| 88 1. 2|81 <z
3 (.= M= § . Nl R 8 ; &
T Ps|PEl 2| 5| 2 Psl sl RS2 P
= B z = ol = & = *

0.826 | 60 |7230(7.26{0.245 |+ 156100} 058 |+ 45|8.4|0.56|+ 45| + 8000

Finalmente tenemos en el cuadro N° VIII un experimento
realizado con otro suero antidiftérico (N° 480) de 600 U.A/cm.;
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y un contenido de 8.26 % de proteina. A 9 am.® de suero agrega-
mos 63 cm.® de agua, 9.5 cm.? Cl;Al ¥/, y cantidad suficiente
(9 cm.?) de NaOH ¥/, para que la mezcla tuviera un pH pré-
ximo a la neutralidad (7.26).

Hicimos una sola elucién con un volimen de NaOH N/100
igual al del liquido sobrenadante recogido al separar por cen-
trifugacién la masa de Al1(OH), adsorbente.

La adsorcién fué incompleta, pero la elucién fué total, con-
siguiendo un pequefio mejoramiento (8000 contra 7230 inicial)
en la proporcién de unidades antitéxicas por gramo de proteina.

CONCLUSIONES

1° El hidrato de aluminio seco, en polvo, adicionado al sue-
ro antidiftérico, manifiesta muy débil o ningin poder de adsor-
cion para las proteinas y antitoxinas.

2¢ El hidrato de aluminio precipitado en el seno mismo del
suero tiene un marcado poder adsorbente para las proteinas y
antitoxina diftérica, sobre todo si se opera en medio sensible-
mente neutro. En medios 4acidos o alcalinos la adsorcién es
menor, sobre todo para la antitoxina, de manera que operando
en estas condiciones la fraccion protéica no adsorbida presenta
un ligero aumento en la proporcién de antitoxina por gramo
de proteina, con respecto al suero inicial.

3° El hidrato de aluminio no muestra marcada accién se-
lectiva en la adsorcién de las antitoxinas en medio neutro, lo
que vale decir,~que, en las fracciones adsorbida y no adsorbida
no se modifica en manera aprovechable la proporcién de anti-
toxina fijada a un gramo de proteina.

4° Por elucién en medio alcalino (pH > 8.4) se puede recu-
perar cuantitativamente las proteinas y antitoxinas adsorbidas

por el hidrato de aluminio, proceso en el que tampoco se con-
sigue elevar la proporcién de antitoxina ligada a cada gramo
de proteina.
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