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La concentracion y purificacion de los sueros plantea una serie
de problemas cuys importancia no puede negarse. Se sabe en efecto
desde hace tiempo que no puede utilizarse un suero con fines terapéu-
ticos, mas que cuando contiene un niamero elevado de unidades an-
litoxicas. Decir esto equivale a expresar el interés considerable de
la concentracion de los sueros, pues con esti operacion se elevan con-
siderablemente las unidades del producto con grandes beneficios para
ol paciente, pues ol volumen a inyectar se reduce v las reaceiones se-
cundarias disminuyen.

Antes de hablar ampliamente de los diferentes métodos de con-
centracion, se debe insistir en la purificacion de los sueros, si se quie
re enriquecer ¢l suero, exclusivamente en antitoxing,

Desde el inicio de la fisioterapia se achacaron los accidentes s¢:
ricos al suero total y se ensayiaron numerosos métodos para su puri-
ficacion.

COMPOSICION QUIMICA DEL SUFRO NATURAL
(1000 ml.)

GCRAMOS

Sero-albimina 35
Sero-globulinas, euglobulina 15
. -

" preudo-globuling 25
Sero-mucoide (gluco-proteina) 0.5
Fosfatidas (lecitinia, cefalina) 1.50
Colesieriiin tibie 0.35




GCRAMON

Colesterina esterificada 1.50
Glicerina 0.08
Glucosa 1.0
Aldehido acético, aldehido farmico huellas
Acido lacticn 0.10
Nitrogene incoagulable o residual 0.-100
tUrea 0.30
Acidos aminados - 008
Amoniaco 0.02
Creatina, creatinina 0.06
Acido drico 0.03
Purinas ' 0.03

Pigmentos biliarios (bilicrubina)
Lipocroma.

Fosfato de Magnesio
Cloruro de Sodio

Fosfuto de Calcio
Cloruro de Potasio 4 g
Carbonato de Sodio

Para purificar y concentrar un suero se han propuesto varios
métodos, desde ¢l mis simple que consiste en la eliminacion exclusi-
vamente del agua, aprovechando la diferencia en los puntos de con-
gelacion de los diferentes productos que integran la composicion del
suero, hasta el de digestion pépsica que es el mits moderno y que se
utiliza actualmente en los laboratorios més adelantados en la elabo-
racion de productos biologicos.

I\l primer fraccionamiento plasmatico fue Hevado a cabo en
1852 (2), al precipitar una proteina diluyendo el suero con agua.

ln 1862 (2), se le dio ¢l nombre de globulina, por creer que pro-
venin de los globulos rojos.




Eun 1878 (2), se comprobs que la globulina, en esa forma una vez
yedisuelta, podia precipitar caturandola, con MpSO.: y se considerd a
esta proteing como sero globulina y la disuelia como sero albumina.

¥ 1886 fue introducido (2) ¢l método de precipitacion por so-
hciones de (NH):S0G v en 1889 {2), siguiendo los estudios de
PANUNM Y SCHMIDT, compari las fracciones obtenidas por ellos,
comprobando que al separar las plobulinas por dilucion podian ain
precipitarse por (N4 S0 g semisaturacion. Se dio el nombre de eu-
globulina a la fraccion insoluble en agua destilada y pseudoglobuling
a la fruecion soluble.

Ademas del fraccionamiento con (NH):804, se han propuesto
otras sales como con el Nade y NaCl: varinndo las concentraciones
comu se indica en la tabla,

Otro dr los métodos de purificacion y concentracion de suerus
que se han estudiado detenidamente y que fueron de gran utilidad
en su cpoca, son el de purificacion ¥ concentracion por electro-osmo-

ais. el de ultracentrifugacion, el {raccionamiento proteinico usando
alcoholes de diferente concentracion y cambio de pH.
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CONCENTRACION DE SALES POR PRECIPITACION DE LAS
FRACCIONES PROTEICAS, GRAMOS POR 100 ml. DE SOLUCION

La capacidad de precipitacion relativa, de ciertas sales cuando
won aplicadas a suero o plasma canguineo v la influencia del catién
en la precipitacion de proteinas {16).

§
SAL ; Fiupislalsd LUl L RULINAL PHEVLOSLOD.
@‘ 2
Iomele  C.TH | Mtw ’ 1,50
N82804 15,6 14,7 21.3
1,25 .ne 1275 2.00
(58y 1504 16.5% .k KST9 26,4
saturucidn i
{332 8) (37.5 9 (43,7 40 (50.0 %)
3.75 .00
xacl 22.0 29,3
saturacién
(75%) (100%)
SOLUBILIDAD DE
Na:S0. (NH )50 Na(l
20°C 16.39 g. se di-  20°C 75419 g. se di- 20°C 36 g se disuel-
suelven en 100 mi.  suelven en 100 ml. ven en 100 ml, de
Je H20 de 110 H.O
! 35°C 23,10 g se di.  20°C sol. saturada 20°C. Sol. saturada
cuelven en 100 ml.  contiene 52.8% de ceren del 29.3% de
. de H:0 (NHOS0. Na(Cl

Fn el plasma se encuentran tres proteings o mejor dicho, tres
grupos de proteiias fundamentalmente: albiimina, globulina y fibri




nogene. Junto a estas tres, L cantidad minima de ndclen proteico
tene excaso valor, La propercion de proteinas en el plasma es de
O 2 8§ gramos por 100 ml con una cifra media de 7.1

Pero no todas las proteinas tienen la misma coneentracién. Asi
la fraceion albiming lo estda a una concentracion de 3.0 a L1703 las
globulinas, 2.7 a ¥ v el fibrindgeno, a 02770, Siose comparan las
concenttaciones parciales e puede colegiv que la cantidad de globu-
linas o< diez veees mavor que b de fibrindgenos v la de albiminas.
QUIBeE veces maver,

ALBUMINA

Ia albiming es una proteina sencilla, coaguluble por el calor,
soluble en agua v en soluciones salinas diluidas y precipitable por
cales neutras en disolventes orgianicos. Fs la proteina plusmitica mas
simétyicn, caracter de importancia, por npo aumentar excesivamente
la viscosidad al aumentar el poder onedtico.

Representa del 50 al 007 de fas proteinas plasmiticas, soliendo
ser el cociente altbimingglobuling de 172 Fste predominio de las
albiminas sohre las globulinas no ocurre en todas las especies ani
males. For ejemplo, en el caballo el cociente es menor de la unidad.
Asimismo disminuye el cociente en el hombre, en la mayor parte de
los estados patolagicos inflamatorios por aumento de la globulina
gamma, y hepatogrenales por aumento Jde elobulina y disminucion de
albiimina,

[ cifra media del peso molecular de la albamina es de 69.000.
s prresion usmaotica de 305 mm. de agua v la presion osmotica de
Merveurio es de D00 g por grismo,

Halando cifias totades e obtendrit gue ¢l hombre adulto posee
enst plisma 120 0 de Albimina que ejeree uni presion osmaotica de
875 por tado ello bien puede deducirse que la allbimina es el com-
ponente mds wportante de Lo presion osmatica de la sangre, puesto
que s responsable del 807 de dicha presion.

GLOBULINA

100 ml, del plasma contienen 2.0 de wlobulina. Teniendo en

S [N SIS 1Y L PTTrY :
caenta ol valor total del plasma enun hoimbie adullo, dnte posee de
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80 a 83 ml. de globulina en eirculacion, Fl peso molecular de la
globulina excila entre 150,000 a 190,000 con una cifra media de
160,000, La presion osmdatica de esta {raceion proteica es de 30 mm,
de agua. Puesto que cada gramo sOlo tiene una presion osmotica de
189 indice muchisinmo menor que el de la albiming (ThD. debido
al mavor pesa molecular de laglobubina, Deoesta forma la presion
osmotica que ejeree b globuling en 100 ml. de plasma es de 3.7
mm. de Hg con una presion osmatica total de 1T mm, de e Qui-
micamente las globulinas son subdancies hzeramente acidasy se se
paran por fas sales neatras, tienen menos azufire que las albiminas,

Sin embargo, la insolubilidad en agua v oen soluciones salinas
diluidas e la propiedad mis importante de las globulinas, diferen-
ciado de la albimina, como posteriormente se sefialari.

FIBRINOGEND

Fr el menor componente proteice plasmitico. con un peso.mo-
lecular de 300,000, constituvendo anicamente, el 1% de las protei-
nas sanguiness. Fs la proteing menos coluble, coagulable a 56°C y
precipitable afadiendo una solucion saturada de cloruro sodico. Se
transforma en fibrina en el acto de la coagulacion al actuar sobre él
la trombina.  Fsta transformacian def fibrinogeno en fibrina no se
clectunria directamente segin demostraron los trabajos  realizados,
Segan dichos trabajos, el fibrindgeno o fibrindgeno A7, e transforma
via gracias al componente A7 de la fibrina en ¢l Hamado fibrinégeno
SH”, sin los grupos azufrados originales. Seria sobre este fibrino.
wetin sobre el que actuando el componente “B7 de la fibrina se trans-
formarin en profibring ¥ en fibrina Jiespuds,

Il fibrindgeno baju corrientemente en las enfermedades que se
asocian con leucocitosis prolongada vy o general, en todas las que
hay una destruccion proteiea.

Dejando a un lado el fibrindgeno y concetrando la atencion en
wlbitminas v globulinas, ~¢ ve que su diferencia fundamental ex el
comportamiento de dichas sustancias con los disolventes: asi, micn-
tras que la allbimina es soluble en agua destilada, las globulinas

1eente s tli‘l!('!\'c'!y on soluciones (lc 51lla'> neutras.
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En este distinto comportamiento se basa la separacion de albi
minas v plobulinas, mediante un dializador. 8i en @l se introduce el
plasma o el suero v se renueva el agua de la cubeta donde esta el
dializador sumergide, hasta conseguir la total salida de sales plas.

maticas a traves de la membrana dializadora, sucederd que en una
determinada conrentiacion salina las globulinas se precipitan, mien-
tras que las albiminas por <o solubilidad en agua destilada perma-
peceran en suspension eoloidal, A pues la didlisic es un medio de
ceparacion de los componentes plasiaiticos,

Ais frecuentemente gque la dialisis suele emplearse para la se-
paracion albimino-globuling la electro-didlisis. Para ello se coloca
el sero en un dializador cuyas membranas semipermeables sean la-
wrales v opuestas entre i, Mediante una corriente continua se efee
Wi el raslado de Tas electrolitos por La atraceion de los polos eléetri-
cos introdhicidos en Lo cubeta electrolitica,

Lis sustancias  albuminotdeas requieren una considerable can-
tidad Je agua para poderse mantener en disolucion, Fsta agua que
toma la molécula albuminoide es ln denominada azua de hidratacion.
Ahora bien, la cantidad de agua de hidratacion que ¢l péptido nece-
<t esth en estrecha relacion con ¢l pib del medio.

EI péptido e una sustancia anfotera por la existencia en su
molécula de grupos con caricter deido y de otros con basico. A un
determinado pll vy de acuerdo con la ley de masas, el péptido seri
neutro, es decir desprendera tantos grupos oxhidrilos como hidroge-
niones, Fnoese pll denominado corrientemente punto isoeléetrico de
la proteina, la apetencia de la sustancia, por el agua serd minima, y
siendo ella necesaria parn la suspension coloidal dado ¢l caracter de
coloides liolilas que tienen las proteinas plasmiticas husta el punto
que poxeen mis hien propiedades de las emulsiones, la globulina
precipitard mientras que la albimina, aunque no llegue a hacerlo,
e encuentra en el punto de equilibrio mas inestable,

1 miemo fundamento de Ta hideofilia de las proteinas tiene la
precipitacion con sales neatras. Para precipitar tanto las albiminus
como las globulinas, la cantidad de sulfato amonico precisa tiene que
precipitar uni suapension de coloides linfobos,

seve mwsuNrenwe o
)

e - - o
Bl TAYOT e g
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La explicacion exti en que ol apua de hidratacion que se encuentra
rodeandn la molécuta prateica defiende a la proteina contra la accion
de la wal. En realidad, los jones v las particulas proteicas o que ha-
cen s disputaise la posesion de agoa de hidratacion v precipita en
copos grandes,

Vo todas b proteinas preciytan o wléntiea concentracion de
silfate amonyeo: maenttas sque fas globulinas con facilmente deshi-
dratadas, puesto gue tenen Gmbien menos ¢ wmtidad de agua de hi-
dratacion: las albiminas go precipitan con soluciones semisatura.
das, sino que es preciso pars despojarfas de su gran cantidad de agua
de hidreataeion, una selucion ~sturada de <al,

Fats fuersa de retencion del agua por parte de las molcéeulas
albuminoideas o causante de fa presion osmotiva v de Fa viscosidad.
Ambas estin en relacion con la hidratacion v, por lo tanto, serdin me-
nores ambas en el punto oeldcrico,

FRACCIONAMIENTO PROTEICO DEL PLASMA

Que el plasma o el suero es un sistema complejo constituido por
diversas clases de albiiminas, es conocimiento anticuo,  Sin embargo,
en los Gltimos diez aios los conoeimientos de fas fracciones proteicas
del plasma han adguiride relieve in-uspechado, Los descubrimientos
de TISFLIUS, SVEDBERCG vy COHN, junto con los trabajos de sus
coluboradores, han puesto en marcha lus investigaciones de proteinas
plasmaticas que seran de dominio piblico mediante las téenicas sim-

plificndas (MILLER).

FRACCIONAMIENTO POR SULFATO AMONICO

Fate método e fraceionamiento proteico fue descubierto por
PUENAM en 18532, Las globulinas, insolubles enagua pero sin em-
bargo suolubles en soluciones calinas diluidas precipitan mediante la
adicion a la suspension coloidal de una cierta cantidad de sulfato
amonico. Las alliminas tambidn precipitan con el sulfatn amonico.
Ahora bien, mientras Tas globulinas lo hacen con soluciones semisa-
turadas de sulfato porque su cantidad de azua de hidratacion es pe-

quena, v odicha entidad de =al es suficiente para que produzea 1a
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floculacion en grandes copos: no sucede To mismo con las albiminas,
con mavor cantidad dee agua de hidratacion, puesto que son mas 116-
filus, por e gque ~élo precipitan con soluciones saturadas de sales
neuiras,

Fate mebadn eo ol mde frecauentemente empleado para la sepa-
ractan de proleinas <Crieas, junio oo sus varantes de precipitacion
con ~ultato wadie v fosiate widiea sy potasiee, Paradeterminar los
Bmites e comoentaricn de seliate aminico en que peecipitan las
proteinas desenberte elecirefarsiicamente se ataden cantidades va-
rrantes de solieon calina, por o qae habri de ser repuesta en las con-
Vinuas determinaciones a fin de que la concentracion sea idéntica.

Fa evpenmentss Hevados o cabo por COHN, M¢ MEEKIN y
colaboradores, ¢l swero s diluye en dos veces su valor, puesto que se
ha demostrado clatamente que la separacion es mayor si lus protei-

nas e encuentran mas sdiluidas de lo que estin en el suero, Las ex-
o0

periencuis ~e han hecho a temperaturas de 0 a 257

Fr. caballos se ha demostrado que de 72 g, por litre de proteina
se precipitan P a una solucion tercio-=aturada de sulfato amdnico,
la concentracion tan {recuentemente empleada en los estudios inmu-
nologicos.

Fate precipitado parece constar casi completamente de globulina
gamma.  Fstudiando electroforéticamente esta fraccion precipitada, se
puede comprobar fo mencionado, pero se ve ademas que una poreion
proteica que tiene al menos idéntica movilidad que la gamma-globu-
lina no ha sido precipitada, Fsta parte precipita, en cambio, con una
colucion de sulfato 0,310,160 saturada, aunque precipitandocon ella
componentes de otras fraceiones clobulinicas,

La fraceion proterca que se precipita con una colucion 0.10-050
saturada estia va totahmente libre de mamotglobuling voconsta fun-
damenthmente de adfa v betasglobulinas Tas acompaian unos ligeros
indicios de albimina plasmatica.

La ~olucion (0,500,600 ~aturada de sulfato amonico precipita en
el suero de cxballo albiming fundamentalmente, que precipita en
eristales of o wal ko <ido echada con cuidado, Esta porcion o al me-

nos fas primeras partes ded precipitado, eatin earentes de componen-
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tes hideovarbonados, Coando Ta wlucion estd cercana a la semisatu-
racion. o analive electiotarético revela un predominio de lus alfa.
globulinas sopre fas betaglobulinas cambiando este predominio a
medida que <o seerca s la saturacion 0.02.0.08,

Asi pues, enoel fraccionamicnto por precipitacion seove que es
posible i mis alld de Lo diision de Tas proteinas plasmaticas en sus
componentes de athGming, globuling v fibrnogeno,

F1 frareinamiento e algo mis que un fenémeno deeleetrofo-
vesis v abre ol camino o L purificacion de las fracciones,

FRACCIONAMIENTO POR DIALISES

Un método que complementa el fraccivnamiento por sulfato amo-
nico ex of fraccivnamiento por didlisiss Ya se ha sefalado que mien-
as las albiminas ~on ~obibles en agua destilada, las globulinas
Gnicamente o <on en soluciones salinas, como es el plasma. Pero si
por un mecanismo como es el de Ta didlisis o mejor aun el de la clee-
tradialisis, se separan los jones de Iasolucion, mientras que las al-
biiminas persisten en disofucion (voloidal, se sobreentiende siempre),
las globulinas flocularin.

Sin embargo, =i se toma la {raccion que ha precipitado con la
colucion 0.3 L0110 <aturada de sulfato aménico v s dializa, solo
precipita aprovimadamente un tercio de ella. aunque el espectro elee
Hroforético ~eimle una ausencia easi ot de albimina, Por lo tanto,
se tiene sque convenir respeeto ala evistencia en esta fraceion de dos
lercios e paendoglobnlina v oun tereio de cuglobulina: ¢l nombre de
lis(‘udnglulnllill.‘l el oo e esta clase de [nlul('i«ln o (‘um[ll(' una
propiedad de Tas glol hnas tan importante como e L insolubilidad
hideica. La téeniea deoeste fraceionamienta es presumible, Fnotro
bugar < ha mencionade los fundamentos Jde Lo electrodiadisis,

FRACCTONAMIENTO POR U ETRACENTRIFUG M JON

Los problemas de ulivacetrifugacion han ~idc muy bien estudia-
dos por SVEDBERG s evpuestos por A v PEDERSEN ¢n su mono-
arafia ~obie Ul ultvacentrifuga’™ de 19100 Dicho awtor, mediante la

icenica de ultracentiiugacion sedaka e fraceiones proleicas que se

14




dimentan a distintas revoluciones, Son una fraccion albuminica v dos
globulinicas. Las constantes de sedimentacion para estas proteinas de
suero animal son respectivamente de 8.20 por 107 =046, 7.1 y 193,
los calaulos de peso malecular que se deducen de estas constantes v
de Tos estudion de difusion son de TOAR, 117000 y 910, La primera
fraccion representa b adbimina, Lo cezunda Lo globulina, mientras
que ta tereera e una fraccion globulinica de gran importancia en
inmunologia,

Asi pues, son Jas albiminas s que se desplazan mas rapidamen-
te, tepiendo una velovidad drereciente las globulinas por orden de
alfa o gamma, siendo la velocidad det fibrindgeno intermedia entre
las beta sub-2 globulinas v lu globuhng gamma.
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Fundsmentalmente ¢l método consiste en la eliminacion de pro-
teinas inertes para fines terapéuticos de los sueros sometidos a pudi-
ficacion, s decir la separacion y eliminacion de la alfa y beta glo-
bulinag v de la albamina y el aprovechamiento de la gamma globu-
tina, que es la parte proteica a la que estan unidos los anticuerpos,
incluyendo la accion enzimitica de la pepsina en medio acido ¥ a
temperatura adecuada.

Las globulinas Libiles al calor son ceparadas por la accion de T
enzima y precipitan por ¢l calentamiento a 37-387C en presencia de
(NH )50,

I precipitadu es removido por fihracion v la globuling antité-
viea en el filtrado es pn-uipilmlu con unit nueva adicion de (NH+)«50:
Este precipitado es separado por filracion, dializando después du-
rante un corto periodo (321 dias) para eliminar fa mayor parte 'elc
(NH+):800 el producto asi obtenido sufre una nueva purifu'u(':u'w
por medio de un tratamiento de una solucion de alumibre para climi
nar las proteinas especificas, Ta wlobulina purificada es nuevamente
precipituda con (INHL) S0y el precipitado obtenido separado por
filtracion, el cual es prensade para climinar exceso de Imnw(lufl y
algo de (NH )80y nuevamente cometido a didlisis para la elimi-
nacion wtal del resto del (NS0,

Para terminar, al dializado que contiene i parte activa del pro-
ducto se le agrega 0.8 de NaCl 0.3% de m‘mn! como ;:rvsvr\'ulwu,
v se ajusta aoun pll de 7.2 conuna olucion de NaOH 2N

FI producto asi obtenido e esterihizado a través de una buiia

da von la poten.

. T JPp—
lltl('('llll(iil A l'll\lhélllﬂ c1oenvases .’lllr(lplllﬂ”* (g acus
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cia del producto, el cual ex sometido {inalmente a pruchas de esteri-
lidad, scguridad, potencia e identidad antes de ser lanzado al mer-
cado,

Fl material v reactivos usadus, asi como ol detalle de téenica v
los resultados obtenidus se especitican a continuacion: ‘

FI material indispensable para Hevar a cabo este métada, cons-
ta de una masmita de aeero inosidable con ealefaveion a vapor y agi-
tacion mecinica: un polencicineiio para i wmando el pHen las dis
tintas etapas del procedimiento: papel filtro Whatman No. 50 y pa-
pel filtro corriente; embudos de capacidad de 2 litros ¥ garrafones
con capacidad para 20 hitros: papel celofin para Jdialisis, canamo
grueso; tijeras ¥ termimetro de 100°C

La materia prima serd desde tuego el suero que se vaya a con
centrar ¥ tomandu en cuenta éste, el doble de volumen de agua.

REACTIVOS:

Suero fisioldgico
Fenol

Avido Clorhidrico
Pepsina

Sosa

Tolueno

sulfato de Amonio
Alumbre

Cloruro de Sodio
(:l'(‘.\nl

TECNICA
Cp e ¢ PO IO
l—Plasma diftérico fenolado al 0.55¢ 20 liros.
2——Suero fisiologico fenolado al G.5%% 10 litros,
B3 Mezelar el plasma con ¢l suero fisiologico, por medio de agh
tacion mecanica, (Tomar una muestra).

. “ oo’ . 3
do=Ajustar a pii dee 3.6-04) cun Het <ol al 257, ;\pm.\nnudu-
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mente 20 mb. de acido por lite de suero diluidos agregar el
. )
dcido pora a pove agitando constantemente,

So=Agregar pepsina L3OM), 6 g0 por litre de suero sin diluir, agi-
tar hasta que la peprina e disucha. (B mejor diluir la pepsina
anfes, enouan e dee agua, para evitar Hue e furmen ;:l'umus).

0. m'\;u\z;“ a4 i'“ dee A oy ;h l un}‘ ;\l ?..‘ll; (,-\prn\‘immlnmonh'
Sml por hitie,

T Calentar o 3770 durante 1 hora Ngeegar NaOH 2N hasta ajus-
tar un phl de 32

B Agregar 110 g, de suliato de amonio por cada litro de material
digerida, agitando mecinicamente, (Comtinuar la agitacion y
ajustar con Va0l ZN aun pit de 13, Tomar una muesira para
verificacion de pnlc'n('iu.

O ~Agreear 1 oml, de tolueno por litre de plasma diluido.

1. —Calentar rapidamente, agitando constantemente hasta alcanza:
una temperatara de 33% (en 10 min.): conservar €38 lempera-
tra 1 hora, agitmde de vez en cuando. Deiar enfriar gradual-
mente.

l—Filtrar en papel corciente y prensar el precipitado recogiendo
el lguido, (Tomar uta muestra para floculacion, aproximada-
mente 20 ml.),

12, Ajustar el pll con NaOH 2N agitando constantemente, a ptl de
7.0.7.8: agregar 200 g de sulfato de amonio por litro de solu-
cion, agitando hasta que se disuelva el sulfato: dejar una hora
y filtrar por papel Whatman No. 56

13, -Secar o] precipitado y diadizar 31 dias.

. . . N s o] &

1 b--Medir agua destilada v fenolada al 005 (Mitad del volumen
del plasma diluido).

15.~-Medir ¢l suero dializado y u;:r«';_'tll‘hv al ngua,

. , o .

16— Agregar 80 ml de una <olucion de alumbre al 1077 por cada
Litre de suero dituido, agitando, o

L . . ¢

17 Cambiar o pli a 7.0.7.8 con NaOI 2N (aproximadamente =2

mi. por fitro). Deipminaoon oo potenciometro.

2




18, Agitar una hora v dejar repasar dos horasy v Alwar von pagw
suave,
19.-Medir el filtradn v oagregar wn volumen tral de olueion aptue
Yo K
rada de sulfato de amonne

M) —-Fltrar, secar v oahahzar exactamente prual gaie Lo aepuieda pres

aipitacion de fo sueros A olamen o velameny, Motodo vanal,
Al dindicar sevepa 087 de Nath 008 de eresol vonjustin vl
vy z

pl 2 T.2.7.

29 _Tomar una muestra pata la pracha de potencia,

-~ e




PXVERIMENTACION,




En ¢l presente trabajo se hizo un estudio experimental de un
método para purificacion per Jigestion pépsica, de un suero diftd
rico, de un bothropico y de un tetanico.

SUERO DIFTERICO

Volumen del plasma . ...ooooeee Ceeeen .. 20,000 mi
Tiolo oo s e 600 UL
Agua destiladn ..o 70,000 mi,
NaCl O8%c . oot 320 g,
Fenol 0550 .. cveierar senrer s C.200 ml,
HCL para pll 3840 ooeveeeeneee e 1,200 ml,
Pepsing 10 g./litro (plasma sin diluie) oo 200 g,
HCL para pH o de 3.2 Lot ... 280 ml
Calemtamiento a 3700 e ver saaee 1 hora.
NaOH para pll B2 e i 860 ml,
(NSO D106 e 7.225 g
Tolueno (0.1 plasma total oo ... 65 ml
Calentamiento @ 5000 o e 1 hora.
Volumen filivadn oottt 60,000 ml.
NaOl 2N para phl THTE e 1,300 ml.
(NH iSO 2000 s everaen 210884
Agitar v dejur reposar o oooooseser et 1 hora.

la. didlisis, GEMPO ooooeermemmemensr it nmn 4 dian,




Volumen 13z, dialiae e s *\&Q\‘ ““\
e DOERRY
Volumen totad SR L L URTER

Alumbre al 1000 (8O m!. hnu! e e DORRY W

Aetia fenolada al 37

NaOH 2N para pHE ToT8 0 eyl
Volunen Hihusde . S K 1 LT
INFLO SO wnluenn o ada tvel, a welly BERLLIRY
2a. il pempe P Rt (F1ON
Volumen 2o dialinis PPN 111 LRIV B
Tiwade finad ... AU (X L VU A B
Solidos totales a0 drabisis oo oo ci i 1A L8 Yy
Cresol (presenvative) o0 i onn e B
pH final . ... o o N -
Cleruro de Sodio al 080 . v i thn
Sulfatos . ... .. ... P t X L T £
RESUMEN
Potencia del plasma erudo 000000 oo o UL il

Potencia del plasma concentrado v purificudo po di _ .
gestion pépsien ..o S 1111 U P 1§

en voligmien, 2 veres

Y Y el e et
Unidad e concentrueion | en gt [ yecra

SUFKO BOTHROPICO

Volumen del plasmn oo o0 oo L0000 il

N < +
Fitulo . e AU {1 F1 B
tenit, g,

Apua destilada C . V20 1l
‘ Nat] 087 AU . M)y
B Fenol 0070 e e e Wy




HOL para pil 38300 .. e 3,200 ml.

Pepsina 10 g liro (plasma sin diluie) o000 600 g
HOlpara ptlde 3.2 000 o 880 ml.
Cadentamirnte a 3500 L e i 1 hora.
NaOF para pll 12 0000 0 e 2100 ml, -
ENTL SO T 0 e e 20,635 .
Tolueno 010 phema il Lo e 190 ml.
Calenlamiente @ o 0, e e 1 hora.
Volumen itdirado o 0 173,000 ml.
NaoOH 2N para ;a” TV - SN e e 1.200 ml.
t.\ll PO 000 e e 16,800 mi,
Apitar v defar FCPOsEE Lo a e 1 hora.
Ya. diddisis, Gempo ..o e 3 dias.
Volumen la. dialisis o .0 civeaeriinans 6,000 ml.
Agun fenoluda al 3%e i 65,000 ml.
Volumen Wotid oo oo e 75.000 ml.
Alumbre gl 1097 (8O mbhitto) oo e 6.000 ml.
NatWH 2N para p“ TOTE e 1930 mi,
Volumen filtrado oo e e 75,000 ml.
(NH- 200 solacion sali 'd.x (\ul a \ul )y . 75,000 ml.
: 20, diddisis, Hempo oo 4 dias
Volumen Za. didlisis oo 2.200 ml.
Titulo Ginal . oo 25 mg./ml.,
Solidos totales 20, didlisis oo e e 126 4. Yo
Cresol (preservative] oot 0.3 %
pH final .. e 7.2
Cloruro de Sodio al 0500 i 11 g
QUHTHLOS o o o e e e e 0.04 %
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RESUMEN

Potencia del plasma crudo. neutraliva 3 mg, de ponzeiia/ml.
Patencia del plasma concentrado v puriticado por digestion pépsica,

newiraliza 25 mp. Jde ponsodiac ml.

{ sndad de concentracson

Ve volumen, 27
w1 puleinia,

SUERC TETANIKCO

Valumen del olasma
Titlo

Apua deailada
NaCl 0.8° .
Fernol 0.5%¢
HEE para pll 3806 ... ..
Pepsina 10 g litro (plasma sin ciluir)
HEY para phlode 32 000 oo -
Calentamienter a 3770 (.. .. e
NasOH para pll 12

(NHO S0 1

Tolueno 0.1

{volumen total)

. -—y
Calentamiento a dat

Volumen Tilteawdo
NaOH 2N para pll 7678
(NHOLSO 260
Agitin

dejar reposar
lu, dialisas,

l:t.

Asun fenolada al

lempo

Volumen didlisie . . e

_rv

Volumen total

... 360 UL
e 120,000 ml
RN 960 g.
600 g.
...... ... 4,500 ml.
e 600 g.
...... ... 1,100 ml.
vvvvenr.... 1hora
e . 2,500 ml.
e 20.800 g.
... 190 ml
.. ..... Y hora
e 181.200 ml,
RURPI . 1.300 ml.
... 182230 g
e 1 hora.
. . 48 hs.
e 7100 ml.
e . 65,000 ml.

veoes
8.3 veees

60,000 ml.

75,000 ml,




AMambie o) 1077 (80 ml. hteoY o0 oo L. 6,000 ml,

NaOH 2N para pH TOT8 oo oo 1,700 ml.
Volumen filtrade . e e 20,008 ml,
(NH 1300 wolucion saturada (voll a vell) Cooo 0 830000 ml,
Qa. dialivie, Uempo L 00 Lo 8 hs.
Velumen 2a. diabivie o0 00 o 1.800 ml,
Timla final . e e e 2,300 UL
Sobidos totsies 2a. diadiaie . L 12,63 f.,'.’:.‘;:-
Cresol (presenative) Lo iiii o 0.3 %
pl fial L T
Clorure de Sadio al ()3’: .................... 9 g
Sulfatos . ... ... e 0.0t g ¢

RESUMEN

Potencia del plasma erudo ... ..ol 360 U.L

Potencia del plasma concentrado y purificado por di-
RESHON PEPSICA . ..ot 1300 UL

en volumen, 33 veces

nidad de concentracion < .
Unidad de concentracio ' en potencia, 12 veees




'NCIALES POR ELECTROFORESIS.

FSTUDIOS DIFERF




Siendo la electroforedis un método muy precizo para difervenciar
las diferentes proteinas de un suero, asi como para su determinacion,
es relativamente {acil hacer estudios diferenciales de los sueros.

Fatos estudios pueden ser de dos clases:

To.—Fatudios diferenciales de las proteinas de un suero tera-
péutico, para conocer ¢l grado de purificacion de este producto.

2o Estudios diferenciales de las proteinas de un suero de una
persona enferma para efectuar su diagndstiee,

Se hard mencion anicamente del ler. punto que es el que esta
ligado b desarrollo de la presente tesis, pues el segundo es un tema
de interés netamente médiceo,

I~ bien sabido que a fraceion activa de un suero terapéutico es
ta pamma globulina, es decir, los anticuerpos producidos por la in-
munizacion activa de un animal estd uuides a fa fraceion antes men-
cionaila.

Por los diferentes métodos de concentracion de sueros que se
han enunciado en esta tesis v por los estudios electroforéticos efectua-
dos en lox productos finales, se ve perfectamente, de aeverdo con las
grificas adjuntas, que ¢l método de concentracién por digestion pép-
sica, ex el mejor, pues ol producto terminado consta exclusivamente
de gamma globuling: en cambio los productos obtenidos por otros
métodos de concentracion, estan impurificados con proteinas inertes,
que o dnico que originan al ser aplicadas al paciente es una sensi-
hilidad a dichas proteinas.

3



La electroforesis se puede wtilizar también en los pasos inter-
medios de concentracion de sueros para darse cuenta de la elimina-
cion de proteinas inertes v conocer si el porcentaje del agente preci-
pitante de las proteinas ha sido correcto.
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CONCLUSIONES.




lo.—Se hacen estudios comparativos de los diferentes métodos de
concentracion de sueros.

20.—Fl estudio comparativo de estos métodos, se complementd con
la electroforesis,

Zo.—F1 método de digestion pépsica. que es el tema principal de esta
tesis, ex ¢l que resulta mejor, pues duicamente consta de la frac-
cion gamma globulina, que es la fraceion a la que estan unidos
los anticuerpos de los sueros terapéuticos.

1o.—El producto obtenido por el método de digestibn pépsica pro-
duce menos reacciones que los productos obtenidos por otros
métodos de coneentracion.
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