
REVISTA ESPANOLA DE FISIOLOGIA
R. csp. Fisiol., 15, n.” 4, pàgs. 233-240, 1959

Laboratorio Biochimico dell’Ormoterapia Richtcr S. p. A.
Milano (Italia)

N. Toccaceli e L. Siena

IPWflfiieazfloiffie della goimadoiiirojpflinia corionica
Bffiiedflamtie adsorbimento sua caolino ed eluizione

con soluzione alcoolica di ammonio acetato

I metodi più comunemente usati per l’estrazione delle Go-
nadotropine urinarie in genere e della Gonadotropina Corionica
(G.C.) in particolare sono basati su procedimenti di adsorbi
mento mediante vari adsorbenti, quali l’acido benzoico (Katz
man e Doisy 1, 2), la Permutile (Katzman e coll., 3) e il Cao
lino (Scott, 4 ; Landgrebe e Samson, 5 ; Dekanski, 6 ; Brad-
bury c coll., 7 ; Ingram e coll., 8 ; Loraine e Brown, 9, 10 ;
Albert, 11).

Il metodo di adsorbimento su acido benzoico (1,2) ha il pre
gio di essere molto semplice e spedito, e sebbene conduca a pro
dotti di G.C. a bassa attività, può tuttavia essere ancora con
venientemente usato a scopo preparativo. Il metodo di Katzman
e coll. (3) porta invece a prodotti molto più puri del precedente ;
esso prevede l’uso della Permutile come adsorbente e di un
eluente molto selettivo per la G.C. : una soluzione di ammonio
acetato al 10 % in alcool etilico al 38 %. Joiinsen (12) tentò di
sfruttare il metodo di Katzman e coll. (3) per estrarre le Gona-
dotropine da urina non gravidica, ma non ottenne buoni risul
tati, per cui abbandonò la Permutile e ricorse ad un altro adsor
bente, la Cabunite.

* Comunicacióu 4-10 a las V Jornadas Bioquimieas Latiuas, Barcelona,
mayo 1959.

** Le presenti ricerche sono state eseguite in collaborazione con l’is
tituto di Chimica Biologica dell’università di Pavia (Italia).
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Albert (li) fece uno studio sistematico delle varie tecniche
di estrazione delle Gonadotropine urinarie, giungendo alla con
clusione che l’uso della Permutite porta a recuperi di attività
gonadotropa insoddisfacenti dal punto di vista analitico.

Il procedimento di adsorbimento con Caolino è forse quello
più seguito per l’estrazione delle Gonadotropine urinarie e va
ri AA. (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) che lo hanno sperimentato,
sostengono che il recupero dell’attività gonadotropa dall’urina
è quantitativo.

Noi abbiamo ripreso in esame queste varie tecniche tentando
di applicarle anche alla preparazione della G.C. su scala indus
triale. JL risultati ottenuti hanno condotto a queste conclusioni :

a) Il metodo di adsorbimento su acido benzoico (1,2) è mol
to semplice, e porta ad un buon recupero dell’attività gonado
tropa presente nell’urina (circa il 90 %).

b) Il metodo di Katzman e coll. (3) conduce a risultati sod
disfacenti quando si usi urina raccolta durante i primi 3 mesi
di gravidanza, periodo in cui la G.C. è presente nell’urina in
quantità più elevata (15.000-40.000 U.I./l) ; in tal caso si ot
tiene, con recuperi soddisfacenti, un prodotto avente un titolo
di 1.500.000 - 2.000.000 U.I./g. Applicando lo stesso metodo
all’urina di donna gravida raccolta durante l’intero periodo di
gravidanza (attività : 4.000 - 8.000 U.I./l), abbiamo notato per
dite rilevanti di attività e il titolo del prodotto ottenuto è risul
tato più basso (800.000 - 1.000.000 U.I./g).

c) Il metodo di adsorbimento su Caolino porta a recuperi
quantitativi della G-C. urinaria, ma il titolo del prodotto è
molto basso, e grandi difficoltà tecniche insorgono quando si
tenta di applicare tale metodo su scala industriale.

In base a questi risultati ci siamo proposti di elaborare un
nuovo procedimento che consentisse di sfruttare l’alto potere
adsorbente del Caolino e la selettività dell’eluente di Katzman
e coll. (3) per la purificazione di prodotti di G.C. a basso tito
lo, preparati con una tecnica messa a punto da noi e descritta
in altra sede (13).

Procedimento

A) Adsorbimento

Il materiale di partenza a basso titolo (150.000 — 250.000
U.I./g) viene sciolto in acqua fredda (0 — 4° C) alla concen
trazione di 5 mg/ml. La soluzione viene acidificata a pH 4,5
con acido acetico, eliminando per centrifugazione l’eventuale
precipitato inattivo clje si forma. Alla soluzione limpida si ag
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giunge il Caolino (Bolus Alba), previamente riscaldato in stufa
a 120° C per 6 ore, nella proporzione di 10 g. di Caolino per
1 g. di prodotto di partenza. Si agita per 30 minuti a freddo
e si centrifuga per 20-30 minuti a 3.000 giri/minuto. Il super
natante viene ripreso e sottoposto ad un secondo trattamento
analogo. L’ultimo supernatante, ormai privo di attività gona
dotropa, viene scartato, mentre i due residui costituiti dal
Caolino che ha adsorbito la G.C., vengono riuniti e sottoposti
al lavaggio.

B) Lavaggio

I due residui di Caolino riuniti vengono lavati due volte con
60 mi di acqua distillata fredda acidificata a 4,5 con acido
acetico, centrifugando ogni volta per 30 minuti a 3.000 giri/mi
nuto. Successivamente si esegue un lavaggio con alcool etilico
al 38 % e si centrifuga come sopra.

Le acque di lavaggio sono prive di attività gonadotropa.

C) Eluizione

L’eluizione viene eseguita sotto agitazione per 30 minuti con
soluzione di ammonio acetato al 10 % in alcool etilico al 38 %
in due tempi, usando la prima volta 200 mi e la seconda volta
100 mi di eluente. I due eluati vengono recuperati per centri
fugazione a 3.000 giri/minuto per 30 minuti e quindi riuniti.

D) Precipitazione

Agli eluati riuniti vengono aggiunti 4,7 volumi di alcool
etilico al 95 %. Il precipitato attivo che si forma, viene lasciato
in riposo per una notte a freddo e raccolto per centrifugazione ;
lo si lava con alcool etilico al 95 % (20 mi), indi con etere
etilico anidro (20 mi) e infine si essicca nel vuoto.

Controllo biologico

Per il controllo biologico dei vari prodotti ottenuti si sono
usati ratti impuberi di razza Sprague-Dawley, seguendo in al
ternativa due diversi metodi che si basano :

a) sull’aumento del peso della prostata (test di Loraine,
14) ;

b) sulla comparsa di cellule cheratinizzate negli strisci va
ginali (test di Allen e Doisy, 15 ; modificato secondo Ham
burger, 16).
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I prodotti in esame sono stati controllati contro Standard
Internazionale di G.C.

a) Metodo della Prostata

Sono stati usati ratti maschi impuberi, a gruppi di 10-15
animali, dell’età di 22 giorni e del peso di 35-40 g.

A tre gruppi veniva somministrato sottocute lo Standard
Internazionale di G.C. ai livelli di 8 — 4 — 2 U.I., per tre
giorni consecutivi. —

Ad altri tre gruppi veniva iniettato il prodotto in esame
in quantità corrispondenti presumibilmente a 8 — 4 — 2 U.I.

Al quarto giorno si sacrificavano gli animali, si prelevava
la prostata insieme alle strutture adiacenti e la si fissava in
soluzione di Bouin pei- 24 ore. Nel giorno successivo gli organi,
liberati dal grasso e dalle strutture adiacenti, venivano asciu
gati tra due fogli di carta da filtro e pesati su una bilancia a
torsione.

b) Metodo degli strisci vaginali

Sono state usate ratte impuberi, a gruppi di 10-15 animali,
dell’età di 22 giorni e del peso di 35-40 g.

A tre gruppi veniva iniettato sottocute lo Standard Interna
zionale di G.C. ai livelli di 0,9 — 0,6 — 0,4 U.I. per 2 giorni
(tre iniezioni al primo giorno e due al secondo).

Analogamente ad altri tre gruppi veniva iniettato il pro
dotto in esame in quantità tale da conrrispondere presumibil
mente a 0,9 — 0,6 — 0,4 U.I.

Due strisci vaginali venivano prelevati al quarto giorno e
uno al quinto.

Il reperto microscopico era considerato positivo quando lo
striscio vaginale mostrava soltando cellule cheratinizzate.

Risultati

I risultati ottenuti col nostro procedimento, applicato a pic
coli quantitativi (1 — 6 g.) di materiale a basso titolo (150.000—
250.000 U.I./g.) sono riportati nella tabella n. 1.

Tali dati dimostrano che il procedimento consente il recu
pero dell’83 % circa (valore medio) dell’attività ormonica. Il
recupero minimo registrato fu del 72 %.

Dopo questo risultato incoraggiante, abbiamo applicato il
procedimento alla purificazione di quantitativi molto maggiori
di G.C. a basso titolo (13), ottenuti partendo da 2.000 —3.000
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TABELLA 1
Quantità e titolo della G.C. ottenuta col nostro procedimento

applicato a piccoli quantitativi di G.C. a basso titolo
Prodotto di Partenza Prodotto Ottenuto Recupero

Prove
n.° g usati Attività

U.I./g
Metodi di

titolaz. g
Attività
U.I./g

Metodi di
titolaz.

Attività
’/,

1 1,42 200.000 S e P 0,202 1.000.000 P 72
2 5,87 150.000 S e P 0,525 1.200.000 P 72
3 5.87 150.000 S 0,585 1.500.000 P 98

1.300.000 s 85
4 1,57 200.000 S e P 0,206 1.200.000 p 79
5 1,37 250.000 S e P 0,192 1.500.000 p 85
6 1,37 250.000 S e P 0,205 1.250.000 s 75
7 2.95 200.000 S 0,402 1.200.000 s 82

1.500.000 p i 102

S = Titolo determinato con il metodo degli strisci vaginali.
P = Titolo determinato con il metodo della prostata.

1 di urina mista, raccolta dal secondo mese a termine di gra
vidanza. I risultati ottenuti, riportati nella tabella n. 2, mo
strano che anche nelle prove su scala industriale il recupero
medio dell’attività si aggira sull’80 % e il titolo medio dei
prodotti finali oscilla intorno a 1.200.000 U.I./g., con valori
estremi da 1.000.000 a 1.400.000 U.I./g.

TABELLA 2

Risultati ottenuti nella purificazione di cospicui quantitativi
(28,8 - 67 g) di G.C. a basso titolo

Prova
n?

Prodotto di Partenza Prodotto Ottenuto Recupero
Attività

"/.g usati Titolo
U.I /g

Metodi di
titolaz. g

Titolo
U.I./g

Metodi di
titolaz.

1 67,0 180.000 S e P 6,1 1.400.000 s 72
2 64,0 160.000 S 7,5 1.100.000 s 81
3 50,0 140.000 S 6,6 1.000.000 S 94
4 28,8 240.000 S e P 4,8 1.000.000 S 77
5 35,0 200.000 P 4,3 1.000.000 p 77

S = Titolo determinato con il metodo degli strisci vaginali.
P = Titolo determinato con il metodo della prostata.
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Conclusioni

Dalla disamina di quanto sopra esposto noi pensiamo di
poter dedurre che :

a) Prodotti di G.C. a basso titolo vengono adsorbiti quanti
tativamente dal Caolino, quando siano sciolti in acqua alla con
centrazione di 5 mg/mi e a p~H. 4,5 ;

&) L’eluizione con acetato di ammonio al 10 % in alcool
etilico al 38 % porta ad un recupero soddisfacente (80-85 %)
dell’attività ormonica e consente di innalzare da 5 a 10 volte
il titolo del prodotto iniziale ;

c) Il procedimento di purificazione da noi elaborato e de
scritto sopra, non solo è utilizzabile per la lavorazione di piccoli
quantitativi di prodotto a basso titolo, ma è applicabile anche
alla lavorazione di cospicue quantità, raggiungendo in ambedue
i casi risultati egualmente buoni.

Implicitamente è stata provata l’utilità d’impiegare il Cao
lino per la purificazione della G.C. a basso titolo, anche a scopo
industriale, oltre che a scopo analitico come avevano proposto
vari A A. già citati.

Nello stesso tempo è stata documentata la elevata selettività
dell’acetato di ammonio al 10 % in alcool etilico al 38 % come
eluente della G.C. adsorbita su Caolino.

Il nostro procedimento è risultato semplice, rapido ed eco
nomico anche quando sono state usate forti quantità di pro
dotto iniziale.

Non è escluso che, usando prodotti di partenza a titolo più
elevato, si possa raggiungere un grado molto più alto di pu
rificazione dell’ormone eluito, ottenendo sempre recuperi sod
disfacenti di attività.

Si ringrazia il Sig. R. RESTElli per la collaborazione nella messa a
punto delle tecniche.

Riassunto

Sfruttando l’alto potere adsorbente del Caolino e l’alta selettività
eluente della soluzione alcoolica di ammonio acetato (alcool al 38 % con
tenente il 10 % di ammonio acetato) è stato elaborato un procedimento
di purificazione della Gonadotropina Corionica da preparati a basso titolo
(150.000 - 250.000 U.I./g).

Il procedimento consente di elevare il titolo di 5-10 volte . (punte
massime raggiunte 1.500.000 U.I./g) con una resa dell’80-85 % circa. Il 
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procedimento è applicabile, senza grande difficoltà, alla lavorazione su
scala industriale raggiungendo la stessa resa e lo stesso titolo trovati nelle
prove di laboratorio.

Corionic gonadotropine purifìcation by caolin adsorption and pos-
terior elution with alcoholic solution of ammonium acetato.

A purifìcation method of corionic gonadotropine from low
titlc preparations (150 000 - 300 000 Ul/g) has been staplished,
based on thè high adsorbing power of caolin and thè high eluent
capacity of thè ammonium acetate in alcoholic solution (10 %
ammonium acetate in 38 % alcohol).

The procedure allows purifications from 5 up to 10 times
(maximum activity of 1.500.000 Ul/g) with a yield of 80 % in
respect to thè initial activity.

The method is also useful, without great difficulties, in an
industriai levcl, obtaining thè same yield and enrichment as
in thè laboratory.
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