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Pat congelation et décongélation des anatoxines tétaniques 
après précipitation par l'acide trichloracétique à pH 4, 0, il est pos
sible d'insolubiliser une grande partie des protéines non spécifiques 
et d'obtenir des anatoxines concentrées, hautement pUl'Îfiées, 

1.a toxine tétanique est préparée sur milieu de Mueller el 
Miller (1) avec la souche R (1. P, Paris); 5 jours à 35° (2). Après dé· 
toxification l'anatoxine a les caractéristiques suivantes: unités flocu
lanles par ml (Lf/ml=30); temps de floculation (Kf)=4 h :i0; mg azote 
total/ml: 2,10; azoLe protéiniqne/ml: 32 (log; Lf/mg azote protéinique: 
H,i\5. 

La précipitation de cette anatoxine par l'acide trichloracé
tique (:-1) à + 4° est maximum à pH 4,0, Le rendement est de l'ordre 
de 95-0H °/0' Après lavages du précipité par de l'eau physiologique à 
+ 4°, celui-ci se dissout intégralement dans un tampon phosphaté 
sodique M1300 de pH 6,8, Le pigment colore la solution en noir, 
L'anatoxine obtenue a une pureté de l'ordre de 1700 Lf/mg azote 
protéinique. 

Si, après ayoir précipité l'anatoxine tétan'ique par l'acide tri
chloracétique à pH 4,0, on congèle la solution et le précipité à-10°, 
~ 15° pendant quelques heures et si on laisse décongeler la solution, 
le précipité recueilli par centrifugation ne se redissout plus complè
tement dans le tampon phosphaté de pH 6,8. Une grande partie du 
pigment noir et des protéines non spécifiques est insolubilisée, Après 
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lavages de ce précipité par de l'eau physiologique, il est possible 
d'el1'eclucr un ou deux lavages, à + 4°, avec une solution phosphatée 
sodique de pH 5,0 et de force ionique 0, l, sans abaisser Je rende
ment, tout en augmentant encore la pureté de l'anatoxine tétanique. 

Avec l'anatoxine tétanique brute précédente on obticnt ainsi 
une anatoxine purifiée (concentrée 4 fois) titrant Lf/ml : 114; Kf : 2 
h; azote protéinique/ml : 41, 4 fLg. U/ml azote protéinique 2750; ren
dement: 95 %, Le Kf pour celte anatoxine, titrée à 28,5 Lf/ml, est 
de ;\ h; il est donc diminué par rapport au Kf de· l'anatoxine brute. 
A cette ll'mpérature ( - 100 

) il n'y a pas de dénaturation de la pro
téine spécifique, mais insolubilisation, à pH 6, 8, des protéines non 
spécifiques et du pigmcnt noir. ,.-.. ' .-

La pureté de l'nnatoxine est supérieure à celle obtenue par 
précipitation par le sulfate d'ammonium (4). Elle est identique (2800 
LI/mg azote proLéinique maximum) à celle obtenue par ultraliltration 
sur papier Schleicher et Schuell n° 72;'}, imprégné de parlodion acé
tique à 4 % (5). 

Si au lieu du milieu de \Iueller et Miller, on emploie le 
bouillon "F (G) eL la souche H, la pureté initiale de l'anatoxine té
tanique est plus faible, de l"ordre de 150-200 LI/mg azote protéinique. 
L'anatoxine purifiée par cette méthode titre 1800-2000 Lf/mg azote 
protèinique; le rendement est de i5-8;'} %, 

On pcut appliquer ceHe méthode dc purification en rempla
çallt l'acide trichloracétique par le mélange hcxal1létaphosphate de so
diulll-acidc sulfurique. Le rendement ct la purcté sont identiques. 
Hnynaud, Turpin ct Nicol (7) dans leur application de la méthode 
de .Jacobs (8) pour la purilication des toxines et anatoxines em
pêchent la congélation à - 1ii o par addition de 250 grammes par litre 
de Na CI. Pour la purification de l'anatoxine tétanique il est préfé
ra ble de ne pas empêcher cette congélation; la pureté de l'anatoxine 
est aillsi considérablement augmentée et la dépigmentation très pro
noncée. Nous n'avons pas contrôlé si ces anatoxines, purifiées par 
celte méthode el très concentrées, présentaient une légère toxicité (9). 

Celte méthode appliquée à l'anatoxine diphtérique ne nous 
a pas permis, jusqu'à maintenant, n'insolubiliser une partie des pro
téines non spécifiques. Le précipité, lavé à l'eau physiologique, se 
dissoul complètement même dans un tampon de pH ti, O. Faisons 
cependant remarquer que: si l'anatoxine diphtérique est précipitée à 
+ 4° par l'acide trichloracétique à pH 4, 0 et si les lavages du pré
cipité par l'eau physiologique, inclispensables pour éliminer complè
lement Il's réactions locales du vaccin, sont faits à + 4°, le Kf de 
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l'anatoxine purifiée n'est nullement augmenté. Ceci, en contradiclion 
avec Linggood (10), est valable si la toxine diphtérique a été préparée 
soit sur' milieu de Mueller et Miller (Il), soit sur milieu de Pope (12); 
modifié par Linggood et Fenton (13) 1. F. Scheibel (U). 
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