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Electrodialisis de sueros antitéxicos

Por Fernando Modern

Mucho se ha discutido respecto a quien correspondia el mé-
rito del descubrimiento de la electrodialisis y sus aplicaciones
en ‘Biologia. Lo cierto es que Reitstotter () en su trabajo ti-
tulado “La electrodialisis en la bioquimica” sefigla al Graf B.
Schwerin como el autor que tiene més patentes registradas al
respecto. Ademas ya en el afio 1896 D. Winkler @ registra
una patente que trata de la purificacién de las albumosas y
otras proteinas con el auxilio de la corriente eléctrica.

En el afio 1903, Morse y Pierce (3 describen un estudio so-
bre gelatina (Diffusion und Uebersittigung in Gelatine) puri-
ficada también empleando la corriente eléctrica, sin darle a esto
ultimo importancia.

Tribot y Chretien en el afio 1905 emplean un método pare-
cido para purificar Fe (OH); coloidal. Sin embargo, este proce-
dimiento habia quedado ignorado largo tiempo y recién en el
afno 1910 Dhére presenta un trabajo en donde textualmente dice:
“élimination des électrolytes liés aux colloides sous l’action de
la force de diffusion combinée a celle d’un champ électrique,
procedé que 1’on peut nommer dialyse électrique”.

Dhéré 4 sostiene que pueden considerarse sinénimos dia-
lisis eléctrica y electrodialisis. ‘

Wo Pauli (¥ en su trabajo publicado en el aito 1922, sos-
tiene que hacia 10 afios que empleaba la electrodialisis para pu-
rificar las proteinas.

Los trabajos hasta ahora publicados sobre -electrodialisis
son muy numerosos, muchos de ellos tratan de la purificaciéon de
glucidos, enzimas, anticuerpos, etc., habiendo Dhéré ¢) publica-
do una biblografia cronolégica, donde estan citados todos los
trabajos publicados hasta el afio 1927.

Recibido para publicarse, enero 1930.
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No solamente se ha empleado la electrodiilisis para la pu-
rificacién de los coloides sino también como medio analitico, pues
se pueden valorar, como lo hace por primera vez Wernicke (7),
las bases totales del suero sanguineo, demostrando que es un
método exacto y rapido. Sugiere ademéas la idea de emplear
este método en toxicologia.

Gollan ®) emplea la electrodialisis para el analisis de tie-
rras con buenos resultados.

A. Bechhold ® combina la electrodialisis a la ultrafiltra-
cién, dando un nuevo método de purificacién de coloides. Segin
Heymann (10 este método permite una eliminacién més rapida
de los cristaloides que la dialisis y electrodialisis, dando en sus
trabajos los valores respectivos.

Y para terminar esta resefia bibliografica, diremos que exis-
ten gran cantidad de modelos de electrodializadores y microelec-
trodializadores, empleando nosotros en nuestros trabajos el mo-
delo Pauli (1% que es el mas corriente.

En un trabajo ya publicado (12) demostramos que por elec-
trodialisis de sueros antitéxicos (antidiftérico y antitetanico)
separibamos la totalidad de la fraccién activa .Operabamos
con sueros diluidos al 1/5 y siguiendo un método especial con-
seguiamos la precipitacién de mas del 99 9 de las antitoxinas.
Las electrodislisis duraban entre 80 y 150 horas empleando mas
o menos el mismo tiempo las didlisis previas.

En esos ensayos también demostramos que podiamos recu-
perar quantitativamente las antitoxinas del suero en el precipi-
tado, por lo tanto no se ejercia accién destructora. También de-
mostramos que bastaba el simple contacto de las soluciones al-
buminicas con las globulinas (antitoxinas) en ausencia de la
corriente eléctrica, para que éstas ge redisolvieran parcialmen-
te en aquéllas. .

En este trabajo exponemos los ensayos complementarios
efectuados. Tratamos en primer lugar de confirmar los resulta-
dos obtenidos en el trabajo ya publicado (23 haciendo ensayos
con diferentes sueros pero procediendo de la misma manera, es
decir, con electrodialisis de sueros diluidos, poca intensidad de
corriente y empleando en ambos electrodos papel de pergamino.
Ademas tratamos de hacer prdctico este método de la electrodia-
lisis, es decir, aplicarlo en gran escala a la concentracién
de sueros. Para poder llegar a eso, era necesario ante todo,
1°, suprimir las dilisis previas; 2¢, diluir el suero lo menos po-
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sible, y 3°, emplear grandes intensidades para acelerar la elec-
trodialisis y por lo tanto la precipitacién de las antitoxinas.

a) ELECTRODIALISIS DE SUEROS DILUIDOS (Intensidad pe-
guefia + 50.M.A) .

En el cuadro I damos los detalles de esta electrodialisis de
suero diluido al 1/3 sin dialisis previa.

Cuanro I

Volumen Marcha _ Reac.
Valores de K* SO4Am, a

cm.? (ED®) 1 sat,
200 24h. 30 volt - . )
Suero N? 433 diluido al volus llq(tiudo sobre
2h.100 ,, — nadante con
1/3 (150 cm.3 suero +- gran precipi-
300 cm.3 H20) .... 20h.150 ,, — tado de glo-

2h.250 ,, 1,25.10-3 bulinas

Notamos que a pesar de ser la conductibilidad muy elevada,
pasando 250 volts, el suero no se calentaba ni desprendia burbu-
jas en los electrodos. En el fondo del electrodializador habia
muy poco precipitado, habiéndose adherido éste en el papel del
catodo formando una membrana resistente al paso de la co-
rriente eléctrica. En esta electrodialisis efectuada con suero di-
luido al 1/3, sin toluol, y sin dialisis previa se produjo una ca-
taforesis de las globulinas que se opuso a la terminacién de nues-
tra electrodijlisis. '

En vista de este resultado volvimos -a electrodializar sin
dialisis previa, un suero diluido al 1/5 con agua, en el aparato
grande. ' '

Cuapro II
Volumen Marcha
(cm.3) (E. D.) Valores de K rH
840 2h. 50 volts — 4,64
Suero diluido al 1/5 2h 50 _ .
17 h.250 ,, 1,88.10¢ . —

(*) E. D) = Electrodialisis. (K) = Conductibilidad especifica.

-
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Separamos cuantitativamente las globulinas precipitadas
por electrodislisis, suspendiéndolas en 140 cm.? de agua destila-
da. Recogimos por otra parte 640 cm.? de liquido sobrenadante.
A 10 ¢m.? de la suspensién de globulinas le agregamos 90 cm.?
de solucién fisiolégica (que contenia 1 gr. de bicarbonato de
sodio) . La medida de su valor antitéxico nos daba 70 unidades.
El liquido sobrenadante contenia 10 unidades.

Cuabpro III
Liquido Volumen U. A 3p or U. A. totales
cm.
Sobrenadante ......... 640 10 6.400
Precipitado ........... 140 700 98.000

En este ensayo hay una pequefia pérdida que es del 15 ¢,
habiéndose precipitado en esta electrodialisis el 82 ¢/ de las an-
titoxinas totales.

El pH del liquido durante esta operacién nunca fué infe-
rior a 4,64 a pesar de haber operado con un suero que no habia
sido previamente dializado.

El liguido sobrenadante electrodializado nuevamente pre-
vio el agregado de sales (método Adolf-Pauli) permitia preci-
pitar la mayor parte de las unidades antitéxicas restantes.

Hicimos otro ensayo de electrodialisis de un suero diluido
al 1/5, aplicandole dos acumuladores las primeras 24 horas, en
sustitucion de la dialisis previa.

Inmediatamente después aplicamos 100 volts durante 24 ho-
ras y nos interesamos en averiguar la reparticién de las antito-
xinas en esta electrodialisis rapida.

Cuapro IV
Liquido Volumen c¢cm.3 l U. A. por cm.3 U. T. totales
Sobrenadante ......... 480 10 4.800
Precipitado ........... 500 18 9.000
Suero dil. al 1/5 ..... 500 28 14.000

Vol. V. N* 6
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Podemos ver en el cuadro anterior que no ha habido pér-
dida, pero sélo ha precipitado el 64 % de las antitoxinas.

Por todos estos ensayos y los ya publicados, llegamos a la
conviccion de que este método que tan buen resultado daba en el
laboratorio, no podia ser aplicado corrientemente en la concen-
tracidon de sueros, pues la dilucién del suero, la didlisis previa
v la duracién de la electrodialisis, lo hacian poco practico.

Necesitabamos ensayar un método que nos permitiera elec-
trodializar los sueros concentrados o sélo diluidos al 1/2 6 al
1/3 con agua y empleando intensidades elevadas, acortando asi
la operacién, acelerando por lo tanto la precipitacién de las an-
titoxinas.

ELECTRODIALISIS DE SUEROS SIN DILUIR

20 cm.? de suero antidiftérico, colocados en el electrodiali-
zador pequefio, anodo-platino, membrana de colodio embebida
en alblimina electrodializada *), el catodo de plata, empleando
membrana de pergamino (14, Comenzamos la electrodialisis de
manera que pasaran 100-300 M.A. Cuando pasaban 300 M.A.,
se le agregaba a las camaras anédicas y catédicas agua desti-
lada agitandose el suero continuamente con un agitador meca-
nico. Después de una hora de electrodialisis, cuando sélo pa-
saban 5 M.A., interrumpimos la operaciéon recogiendo 15 cm.3
de suero que completamos a 20 cm.? (volumen inicial del sue-
ro) con agua destilada. Centrifugamos recogiendo 15 cm.? de
liquido sobrenadante y el precipitado lo tratamos de redisolver
en solucién fisiolégica (1 ¢% de bicabornato de sodio) llevan-
dolo a 20 cm.?. Se redisolvi6 sblo parcialmente. En este ensayo
precipitaron menos de 80 unidades antitéxicas encontrandose el
resto en el liquido sobrenadante.

Debido a este ensayo negativo, decidimos repetir la opera-
cién con suero diluido al 14, pues dada la concentracién pro-
téica del suero ya nos parecié “a priori’” que sélo precipitaria
una minima parte de las antitoxinas, desde el momento que
las globulinas (antitoxinas) se redisolvian parcialmente en al-
buminas concentradas. En este ensayo empleamos 10 cm.? de
suero, al cual agregamos 10 cm.? de agua, comenzamos con 90

(*) Se emplea el colodio preparado en esa forma para evitar la acidifica-
cién de los sueros durante la electrodialisis. (Er1is v Ewic).
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-volts (100-300 M.A.); a los 15’ ya habia bastante turbidez, lle-
gando al maximo de turbidez a los 35’ . Durante 25’ conectamos
120 volts'y al final de la operacién (1 hora) pasaban menos de
5 M.A. Separamos del electrodializador precipitado y liquido
centrifugandolo. Suspendimos el precipitado en solucién fisio-
légica en la que se disolvié totalmente, al contrario de lo que
sucede con el precipitado obtenido por la electrodiilisis de sue-
ros sin diluir. Al liquido sobrenadante se le agregd unos crista-
litos de ClINa lo que produjo su completa clarificacién. El cua-
dro siguiente mos da la reparticién de las antitoxinas y pro-
teinas de ambos liquidos.

Cuabro V
.. Volumen | U. A. por B |
Liquido (cm3) om.3 Proteinas % |U. A. totales
Precipitado ........... 20 40 1,79 800
Sobrenadante ......... 25 85 2,8 2.100
Suero primitivo ....... 10 290 — 2.900

Como se ve por el cuadro anterior, s6lo hemos logrado la
precipitacion parcial de las antitoxinas, quedando la mayor par-
te en el liquido sobrenadante.

Efectuamos otra electrodialisis empleando un aparato de
1000 cm.8 de capacidad, el suero fué diluido al 1/3 con agua des-

tilada (300 cm.? de suero + 600 cm.? de agua), y seguimos la
técnica de Etisch y Ewig empleando en el catodo papel de per-

gamino y el d4nodo colodio embebido en albtimina de huevo.
' El siguiente cuadro da los detalles de 1a operaciéon efectuada.

Cuapro VI
Tiempo en minutos Voltage Amperage [Valores de K p H
O e 250 2A 2,50.10-3 - 782
17 250 2A 1,66.10-3 7,19
37 250 — 6,40.10-4 6,50
50 e 250 — 2,77.10-4 6,85
W e 250 0,1A 8,25.10-6 5,92

Vol. V. N* ¢




FERNANDO MODERN 701

Antes de pasar del tiempo 1 al tiempo 2 (ver cuadro) y
asi hasta el fin de la operacién cambiamos el agua a los elec-
trodos (temperatura 5°C) para evitar el calentamiento del
suero.

A los 50’ le agregamos al suero agua, pues se habia pro-
ducido una 6smosis que reducia su volumen a la mitad.

Debido a esta dilucién y a la electrodialisis la conductividad
del suero pasé de 2,50.10% QR. a 8,25.10¢ Q R. (ver cuadro
anterior) .

En la célula central la temperatura no pasé de 42°C. Hacia
el final de la operacién se produjo una notable electrésmosis,
habiendo pasado a la camara anédica mas de 400 cm.? de li-
quido. Cuando retiramos el suero completamos su volumen con
agua a 900 cm.? (volumen primitivo) .

El precipitado lo disolvimos en 300 cm.? de solucién fisio-
légica y el liquido sobrenadante después de centrifugado lo
completamos g 1000 cm.?. La reparticion de las U.A. fué la si-
guiente:

Cuabro VII

Liquido Volumen (cm.3) | V. A. por cm.3 V. A. totales
I
Precipitado ........... 300 150 45.000
Sobrenadante ......... 1000 140 146.000

El suero contenia 650 U.A. por c¢m.?, luego un total de
195.000 fueron electrodializadas. Como recogimos 185.000 en-
tre el liquido sobrenadante y precipitado podemos asegurar que
practicamente no ha habido destruccién, pero.sélo han precipi-
tado una minima parte de las antitoxinas.
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