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SUMMARY

Two monoclonal antibodies specific to the hepatitis B virus
surface antigen generated by fusion of BALB/C plasmatic cell
were purified from ascitic fluid for their evaluation in
immunoadsorption experiments. These monoclonal antibodies are
IgM and IgG class of immunoglobulin and they are secreted by
the same cell line. They were purified by Protein A-Sepharose FF
(Pharmacia) and subsequently they were separated by use of gel
filtration procedure in Sephacryl 300-HR (Pharmacia). The
affinity constants of both monoclonal antibodies measured by non
competitive immunoassay were very similar: 1.9 x 10"'° M for IgM
and 4.9 x 10"° M for IgG. The adsorption capacity, elution
capacity and release of monoclonal antibodies from the
matrix were evaluated in immunogels produced by chemical
coupling using cyanogen bromide. The results obtained in this
work show that both monoclonal antibodies coupled under
same chemical conditions remain constant their
recognition capacity of the antigen and additionally,
adsorption, elution capacity and relcase of antibodies from
immunogel are improved for IgM.

RESUMEN

Dos anticuerpos monoclonales especificos para el antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B, generdos por fusidén de
células plasmaticas de ratones Balb/c, fueron purificados a partir
de fluido ascitico para su evaluacién en experimentos de
inmunoadsorcién. Estos anticuerpos monoclonales son
inmunoglobulinas de clase IgM e IgG, y son secretados por la
misma linea celular. Ellos fueron purificados mediante proteina
A-Sefarosa FF (Pharmacia) y posteriormente se separaron para

su uso por procedimiento mediante filtracién en gel de
Sephacryl-300-HR (Pharmacia). La constante de afinidad para
ambos anticuerpos se midié mediante un inmunoensayo no
competitivo, cuyos resultados fueron muy similares: 1.9 x
10'°M para la IgM y 49 x 10 1o\ para la IgG. La capacidad de
adsorcién, y de elucidén y desprendimiento del anticuerpo de la
matriz se evaluaron mediante los inmunogeles producidos por
acoplamiento quimico usando bromuro de cianégeno bajo las
condiciones de elucién del antigeno. Los resultados obtenidos en
este trabajo mostraron que ambos anticuerpos acoplados bajo
las mismas condiciones quimicas mantienen de
inmovilizacién mantienen su capacidad de reconocimiento
del antigeno, y adecuadamente la capacidad de adsorcién,
elucién y liberacién de anticuerpo fueron mejores para la
IgM.

INTRODUCCION

La tecnologia de acoplamiento de anticuerpos a
matrices para inmunopurificacion ha sido
ampliamente utilizada para la obtencion de
preparaciones de moléculas activas y puras (Scopes,
1987). Para los inmunoadsorbentes, la caracteristica
funcional mds importante es que conserven la
capacidad de reconocimiento de la molécula contra la
cual fueron generados los anticuerpos. Sin embargo,
cuando se quiere remover sustancias no deseadas
scleccionando el antigeno a partir de una mezcla
biolégica, es necesario considerar algunos aspectos
para lograr un clevado nivel de pureza.
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El disefio debe basarse, en primer lugar, en el
analisis del tipo de contaminantes a remover y no en
el nivel de pureza inicial, como aspecto esencial para
optimizar la eficiencia (Scopes, 1987).

El uso de anticuerpos monoclonales es aconsejable
sobre las preparaciones basadas en anticuerpos
policlonales, ya que estas ultimas muestran a menudo
diferente representatividad del anticuerpo especifico,
lo que podria afectar la capacidad de adsorcion del
sistema.

Por otra parte, la seleccién de un anticuerpo
monoclonal debe ser hecha cuidadosamente. En los
trabajos de inmunoafinidad una de las caracteristicas
mas importantes a considerar es la constante de
afinidad (Scopes, 1987). Una constante de afinidad
elevada implica la utilizacion de condiciones drasticas
de elucion, que pueden resultar en pérdida de
actividad o cambios estructurales del antigeno
durante la desorcion y quizas del propio anticuerpo.

Entre los criterios fundamentales a tener en cuenta
para lograr un inmunoadsorbente ideal estdn: alta
inmovilizacion del ligando, retencion de la actividad
del ligando inmovilizado, unién del producto con alta
capacidad, lograr el minimo de uniones inespecificas,
elucion con un alto grado de rendimiento en volimenes
minimos, regeneracion del inmunoadsorbente con
maxima rapidez y minima pérdida, asi como una
larga vida del gel (Scopes, 1987).

Este trabajo estuvo dirigido a evaluar la capacidad de
adsorcion, desorcion y desprendimiento de dos anticuerpos
secretados por un mismo clon de hibridoma bajo las con-
diciones de elucion del antigeno (Fontirrochi et al., 1993).

MATERIALES Y METODOS

Purificacién de anticuerpos

La purificacién se realizé a partir de ascitis de ratones Balb/C
inoculados con el hibridoma CB/HEP/I productor de ambos
anticuerpos IgM/IgG. Las inmunoglobulinas se precipitaron con
(NH4), SO, al 50% de saturacién durante 2 h a 4°C, seguido por
una centrifugacién a 7000 xg durante 20 min a 4°C, posterior-
mente el precipitado se resuspendié en PBS 0.15M, pH 8y
desalinizé por filtracién en gel de Sephadex G-25M (Pharma-
cia), La fraccién proteica fue purificada mediante una croma-
tografia de afinidad por proteina A Sepharose FF (Pharmacia)
(Danielson et al., 1988), donde se utilizé como tampdn de
adsorcién PBS 0.15 M pH 8 y de elucion acido citrico 0.2 M, pH
3. La solucién de elucién que contenia la mezcla de ambos
anticuerpos se neutralizé a pH 7.5 con Tris (hidroxi-
metil-aminometano) (BDH) en una relacién de 10 mg/mL. Segui-
damente se realizé una cromatografia de filtracion en gel de
Sephadex G-25M (Pharmacia) para cambio de tampdon a Tris 20
mM, NaCl 150 mM pH 7.6. La fraccién de proteina obtenida en
esta cromatografia Se purificé por filtracion en gel de Sephacryl-
300HR (Pharmacia) para separar la IgM de la IgG. Ambas frac-
ciones se procesaron por filtracion en gel de Sephadex G-25M
para cambio de tampén hacia tampén carbonato-bicarbo-

nato de sodio, pH 8.3, para su posterior inmovilizacién. Todas
la fracciones obtenidas en el proceso de purificacién por pa-
sos cromatogrificos se monitorearon por absorbancia a 280
nm (Uvicord, Pharmacia).

Determinacion de proteinas totales

Todas las determinaciones de proteinas correspondientes
a la purificacién de los anticuerpos y del antigeno se
realizaron segiun los procedimientos descritos por el
método de Lowry et al. (1951). La albumina sérica bovina
se utilizé como patrén de determinacion de la concentracién
de proteinas (Lowry et al., 1951).

Electroforesis en condiciones reducidas

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida
al 12%. Las muestras de proteinas se resuspendieron en 2% de
2-mercaptoetanol, 2% de SDS (duodecil sulfato de sodio), 0.05%
de Tris-hidroximetil aminometano (BDH) pH 6.8y 10% de
glicerol (Laemmli, 1970). Las preparaciones se calentaron
durante 10 min antes de ser aplicadas en el gel. La electroforesis
se realizé a 250 V y 30 mA, durante 1 h y los geles se tifieron con
azul brillante de Commassie R-250 en 40% de metanol y 10% de
acido acético. La pureza se determiné por densitometria
mediante un densitémetro (Ultrascan Lasser Densitome-
ter 2202, LKB, Broma).

ELISA para la cuantificacion de anticuerpos

especificos

Las placas de PVC (Costar) se recubieron con AgsvHBr a
una concentracién de 10 pg/mL en NaHCO; 100 mM, pH 9.6,
20 min a 50°C. Las placas se lavaron con PBS 0.15 M/0.05%
Tween 20. Las muestras en varias diluciones se incubaron
durante 2 h a temperatura ambiente. Las placas se lavaron
nuevamente ¢ incubaron durante 1 h con un anticuerpo anti-
inmunoglobulinas total de ratén generado en carnero
conjugado con peroxidasa (Sigma) y diluido 1000 veces en PBS
0.15 M/0.05% Tween 20/0.5% BSA, posteriormente se lavaron e
incubaron durante 20 min con solucién sustrato (5 uL H,0,,5 mg
de OPD (Merck) diluidos en 10 mL de citrato 50 mM, pH 5.5).
La reaccién se detuvo con 250 mM de SO, H, (50 pL/pozo) y
la absorbancia se midié a 492 nm en un lector de ELISA
(Titertek). Los valores de adsorcion del blanco fueron restados a
las muestras para eliminar el fondo. Se utilizé una curva patrén de
CB/HEP/I para cuantificar la actividad de las muestras (Fontirrochi
et al., 1993).

Ensayo para determinar constante de afinidad

El ensayo se realizé segun Beatty et al. (1987). Placas (Titertek)
recubiertas con AgsHB a 2.5, 1.25 y 0.625 pg/mL en tampdén
carbonato-bicarbonato 50 mM durante 20 min a 50°C, posterior
a lo cual se realizaron lavados de 3 a 5 veces con Tween 20 al 0.05%
en H,0. Se bloqued con PBS 150 mM/1% leche (150 uL/pozo) 1 h
a 37°C. Las muestras se aplicaron 2 h a temperatura ambiente
a partir de 12 pg/mL en diluciones de base 4 hasta 20 ng/mL
para ambos anticuerpos disueltos en PBS 150 mM/1% leche.
El anticuerpo anti inmunoglobulinas de ratén en carnero
conjugado con HRP 1/400 se aplicé durante 1 h a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron nuevamente y se aiiadié tampén
sustrato (5 pg de OPD/citrato-fosfato 0.1 M pH 5, 5 uL de H,0,).
La reaccion se detuvo con 250 mM de H,SO4 (50 pL/pozo) y
la absorbancia se midié a 492 nm.

ELISA para la cuantificacion de AgsvHB

Placas Marxisorp (NUNC) se recubrieron con anticuerpos
de carnero previamente inmunizados con el AgsvHB a una
concentracion de 10 pg/mL en NaHCO; 100 mM pH 9.6,
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15 min a 50°C, las placas se lavaron con PBS 0.15 M/0.05% Tween
20. Las muestras fueron aplicadas en varias diluciones a partir de
1/100 en tampén PBS 0.15 M pH 7.5 e incubadas durante 1h a
50°C. Las placas se lavaron nuevamente ¢ incubaron durante 1h
a 50°C con el anticuerpo anti-AgsvHb conjugado con peroxidasa
(Sigma) 1/1000 en PBS 0.15 M/0.05% Tween 20/0.5% BSA. Se
repitieron los lavados y se incubé durante 15 min con
solucion sustrato (5 pL H,0,, 5 mg de OPD) diluidos en 10
mL de citrato 50 mM, pH 5.5. La reaccién se detuvo con 250
mM de H,S80, (50 uL/pozo) y la absorbancia se midié a 492
nm. Los valores de adsorcién del blanco fueron restados a
las muestras para eliminar el fondo. Los valores de
concentracién del antigeno eluido se calcularon a partir de
una curva patrén previamente estandarizada con
una soluciéon de concentracién conocida de antigeno
recombinante puro.

ELISA para cuantificar anticuerpos desprendidos
de la matriz

Las placas de PVC (Costar) se recubrieron a una concentracién
de 10 pg/mL de anticuerpos anti-inmunoglobulinas de ratén en
carnero en tampén NaHCO3100 mM, pH 9.6 durante 3 h a 37°C.
Las placas se lavaron con PBS 0.15 M/0.05% Tween 20 y
se bloquearon con PBS 0.15 M/1%leche. Las muestras
diluidas en PBS 0.15 M/Tween 20, 0.05%/leche 0.05% se
aplicaron durante 3 h a 37°C. Las placas se lavaron con PBS
0.15 M/0.05% Tween 20, 10 veces y se incubaron durante 1 h con
el anticuerpo anti- nmunoglobulinas totales de ratén generado
en carnero yconjugado con peroxidasa (Sigma) 1/1000 en PBS 0.15
M/0.05% Tween 20/0.5% BSA, durante 1 h a temperatura
ambiente. Las placas sg lavaron con el mismo tampén de lavado y
se incubaron durante 15 min con solucién sustrato (5 pL H,04, 5
mg de OPD) diluido en 10 mL de Citrato 50 mM, pH 5.5. La
reaccion se detuvo .con 250 mM de SO4H; (50 puL/pozo) y la
absorbancia se midié a 492 nm en un lector de ELISA (Titertek).
Los valores de concentracién de las inmunoglobulinas
eluidas se calcularon a partir de patrones estandarizados de
IgG e IgM de ratén.

Inmunoadsorbentes

Las inmunoglobulinas se inmovilizaron en
Sepharose CL-4B (Pharmacia) por ¢l método del bromuro de

ciandégeno (Matson ef al., 1988). La relacién de acoplamiento para
todos los casos fue de 5 mg de anticuerpo/mL de gel. Los grupos
activos remanentes se bloquearon por la adicién de glicina 0.2 M,
pH 8.0, en una relacion 2 veces ¢l volumen de gel. Los valores de
inmovilizacién obtenidos para cada inmunoadsorbente s¢ midieron
segun el método de Lowry ef al. (1951).

Cromatografia de inmunoadsorcion

La inmunopurificaciéon se realizd a partir de una muestra
semipurificada por adsorcién negativa a una matriz de inter-
cambio iénico de DEAE celulosa. Las muestras se adsor-
bieron en los diferentes inmunogeles (IgG, IgM e
IgG+ IgM) empacados en una columna de geometria 1.7 x
3.5, previamente equilibrada con tampén tris 20 mM/NaCl
IM/EDTA 150 mM, pH 8 a un flujo lineal de 25 cm/h. Como
tampén de elucion se utilizé Tris 20 mM/NaCl 1 M/EDTA
150 mM/tiocianato de potasio 3 M, pH 8. Toda la cromato-
grafia se siguié por absorbancia a 280 nm. Posteriormente,
para eliminar la interferencia del tiocianato de pota-
sio 3 M, se realizé una didlisis durante 10 h contra
H,0 destilada.
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Fig. 1. Separacion de la mezela de anticuerpos IgM e 18G por
Sephacril-300 HR (Pharmacia), flujo lineal 6 cm/h, temperatura
20°C, deteccion por absorbancia 280 nm, volumen de muestra 20
mL, concentracién de proteina 5.4 mg/mL y tampén de corrida
Tris 20 mM, NaCl 0.15 M pH 7.6. fraccién 1: Anticuerpo IgM;
fracciéon Z: Auticuerpo IgG.
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Fig. 2. Anilisis de pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS al 12.5% en condiciones reducidas de las fracciones eluidas
en la cromatografia en gel filtracion (S-300 HR), 20 pg de proteinas
de cada fraccion fueron aplicados; linea 1: patron de peso molecular
compuesto por: a)Cadena pesada de IgM de raton 70 kD; b)Cadena
pesada de IgG de ratén 55 kD; c)Cadenas ligeras de IgM y de IgG
de ratén 22 kD; linea 2: mezcla de anticuerpos purificados por
proteina A-Sefarose; linea 3: fraccidn 1; linea 4: fraccidn 2.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El interés de usar anticuerpos monoclonales para
la remocién especifica de sustancias y/o moléculas ha
conducido a realizar estudios de caracterizacion de
algunos efectos de la inmovilizacién entre los que se puede
citar, la capacidad de unién al antigeno (Scopes, 1987).
El hibridoma CB-Hep.l secreta 2 anticuerpos
monoclonales especificos para el HBsAg (Fontirrochi ef al.,
1993). Los mecanismos que hacen posible esta propiedad,
y el origen de este clon, estdn en estudio. Nosostros hemos
abordado la caracterizacién inmunoquimica de estos 2
anticuerpos monoclonales especificamente los aspectos
relativos a sus capacidades de union y elucion del HBsAg,
cuando se emplea en la inmunopurificacién. Para ambos
anticuerpos la pureza, medida por andlisis
densitométrico, se calculé superior al 97% después de la
cromatografia en Sephacryl 300 HR (Pharmacia), como
puede observarse en las figuras 1y 2.

Fig. 3. Andlisis de pureza por electroforesis en gel de
poliacrilamida a 12.5% en SDS y condiciones reducidas de las
fracciones eluidas de la cromatografia de inmunoafinidad. Las
fracciones fueron aplicadas siguiendo relacion de volumen; linea
1: patrén de peso molecular compuesto por: a)Albimina Bovina
67 kD; b)AgsvHB 41 kD (dimero); ¢)AgsvHB 24 kD (monémero);
d)Interferén alfa recombinate 18 kD; e)Lisozima 14 kD; linea 2:
eluato del inmunogel de IgG; linea 3:eluato del inmunogel de 1gM;
linea 4: eluato del inmunogel de la mezcla IgG/IgM.

Tabla 1
Porcentaje de pureza de los anticuerpos acoplados y relacién
entre numero de moléculas y mg de anticuerpos

Peso No de Pureza
Ac PE’,,;;Z“ molc}cular moléculas por | del eluato
(x 10° Da) mg de Ac. a (%
IgG 2b 94 150 39.7 x 10"7 70
IgM 99 900 6.6 x 10" 73
17
IgG+1gM | 55/42 | 150/900 LR 48

a: valor promedio para n= 3.
Ac: anticuerpo inmovilizado

Es de destacar que ambos anticuerpos coeluyen
en la cromatografia de afinidad en proteina A Sepharose
CL-4B al mismo pH, aun cuando uno de los dos
anticuerpos es de clase IgM, la cual ha sido reportada
como incapaz de ligar la proteina A, lograndose esta
unién sélo en condiciones de alta concentracidn de sales
y pH elevado. En estos casos la elucion también se ha
realizado a pH bajos (3.5-3.0) (Mariani et al., 1989).
Esto pudiera deberse a que la regidén de unién a la
proteina A concentrada en el dominio CH2 y alguna
participacién del dominio CH3 para la IgG y en los
dominios CH3 y CH4 para la IgM de ambos anticuer-
pos no difieran considerablemente.

La relacidén de inmovilizacién de los anticuerpos
que se logrd en los tres inmunoadsorbentes fue
superior al 98%, o sea, superior a 4.89 mg/mL. El
andlisis de la capacidad de adsorcidn de estos
inmunogeles demostrd, en primer lugar, que los tres
inmunoadsorbentes utilizados en el estudio tienen una
sclectividad similar por la molécula de AgsvHB de
24 kD (figura 3), aunque con un nivel de eficiencia me-
nor para el caso de la mezcla de anticuerpos, donde
la pureza del eluato disminuyé al 48% (Tabla 1). En
scgundo lugar, se comprobd que el inmunogel con
mayor capacidad de adsorcién es el de IgM, que
super6 ligeramente la capacidad de adsorcidn del gel
de IgG, y de forma significativa al que contiene la
mezcla de ambos anticuerpos (50% con respecto a la
observada en la IgM y 58.2% con respecto a la IgG)
(tabla 2).

Es significativo destacar las potencialidades de
la IgM en cuanto a su capacidad de adsorcion,
siendo comparable con la de la IgG, sin embargo,
la cantidad de moléculas de IgM inmovilizadas es
aproximadamente 6.6 veces menor (tabla 1),
debido a su talla molecular. Esto pudiera ser
explicado por varias vias: (a) capacidad de formacion
de estructuras pentaméricas de gran valencia que
provocan la formacién de un enrejado con
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Tabla 2
Relacion de antigeno adsorbido y eluido por miligramo y
nimero de moléculas de anticuerpo inmovilizadas

Ac ngAgAd | pgAgAd | pugAgEl / | ngAgEl / [Recobrado
/ mL / mgAe mL mgAc (%
IgM 254 50.2 213 42.6 85
IgG 218 43.6 95 18.2 44
IgM/IgG 127 25.4 87 17.4 69

Ac: anticuerpo inmovilizado.

ngAgAd/mL: microgramos de antigeno adsorbido/mililitro de gel
ngAgAd/mgAc: microgramos de antigeno adsorbido/miligramo de
anticuerpo.

MgAgEVmL: microgramos de antigeno eluido/mililitro de gel
ngAgEl/mgAc: microgramos de antigeno adsorbido/miligramo de
anticuerpo.

Recobrado: (AgElI/AgAd) x 100%

multiples sitios de unién al antigeno, (b) menor
alteraciéon de las regiones involucradas en ¢l
reconocimiento del antigeno durante la reaccion
de acoplamiento o, incluso, (¢) disminucién de
interferencias entre moléculas a la concentracion
utilizada durante la inmovilizacion.

Adicionalmente, para IgM pudiera sugerirse el
establecimiento de interacciones superficiales con la
matriz a diferencia de la IgG, cuyas interacciones con
el interior de la matriz estdn mas favorecidas por su
menor tamafio molecular. Ello pudiera ocasionar
disminucién en su capacidad de adsorcidon debido a
las caracteristicas del antigeno, como por ejemplo su
talla.

La elucion de un antigeno de una columna
de inmunoafinidad debe ser rapida y sencilla.
Tres tipos de eluciones son posibles. La interac-
cion antigeno-anticuerpo puede ser interferida o
bloqueada por (1) tratamiento con condiciones des-
naturalizantes, por ejemplo bajos pH y agentes cao-
tropicos; (2) adicion de cantidades de pequeiias
moléculas que simulen el sitio de reconocimiento, y/o
(3) tratamiento con un agente que induzca un cambio
conformacional y permita la liberacién del antigeno
(Scopes, 1987).

En este trabajo las condiciones de elucion como
se indican corresponden con el grupo (1), o sea, se
utilizd un agente caotrdpico, el tiocianato de potasio,
para eluir el antigeno.

Los resultados obtenidos en cuanto a la capacidad
de elucién demuestran una mayor eficiencia del
inmunogel de la molécula de IgM, obteniéndose
valores de elucion de 2.3 y 2.4 veces superiores al

de IgG y a la mezcla respectivamente, expresado en
pgAg/mgAc (tabla 2). Esto se analiza con mas cla-
ridad si se tiene en cuenta el nimero real de molé-
culas de anticuerpos inmovilizados por mililitro de
matriz (tabla 1) y se puede explicar por el mismo
efecto de interacciones superficiales que deben
establecerse en el caso de la IgM, lo que garantizaria
que las condiciones de elucién establecidas resulten
Optimas.

Esto se reflejé en un incremento en el recobrado
de 97 y 78% con respecto a la IgG y la mezcla
respectivamente, usdndose como criterio la relacion
entre la cantidad total de antigeno adsorbido y el
eluido (tabla 2). Sobre este aspecto se continua tra-
bajando, ya que el hecho de que exista una re-
cuperacion menor en el caso de la IgG pudiera
significar un tiempo de vida media menor del
inmunoadsorbente con respecto al de la IgM, por
efecto de saturacion del gel dependiente del niimero
de corridas.

El efecto de mayor elucion de antigeno no debe
estar influenciado por la menor afinidad de la IgM,
ya que la diferencia en afinidad de ambos anticuerpos
pudiera considerarse despreciable.

Los resultados obtenidos indican la necesidad de bus-
car mejores condiciones de elucion para los tres casos,
debido a que en ninguno se obtuvo la liberacion completa
del antigeno adsorbido. Probablemente sea necesario ha-
cer combinaciones de varios agentes eluyentes para
permitir la maxima liberacion, ya que la utilizacion
independiente de otros agentes desnaturalizantes
como pH extremos, tampoco provocd una liberacion
total o mayoritaria (datos no mostrados). Si estas nue-
vas combinaciones no resultaran, debe analizarse la
sustitucion de esta mezcla de anticuerpos, que tienen
constantes de afinidad del orden de 10''° M, por otro
de similar especificidad, pero de constante de afi-

Tabla 3

Cantidad de anticuerpo desprendido y veces que purifican
los inmunogeles.

Ac n gAc/pngAg VP
IgM 0.2 11
IgG 1.4 9

IgM/1gG 0.4 26

Ac: especie del anticuerpo inmovilizado.

ngAc/pgAg: nanogramos de anticuerpo desprendido/
microgramos de antigeno eluido.

VP: veces que purifica el inmunogel. Actividad especifica inicial/
Actividad especifica final.

Actividad especifica: Relacion de cociente entre la cantidad de
proteina especifica y el valor de proteinas totales.
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nidad préxima a 10® M, la cual se considera éptima en
esta cromatografia para favorecer la elucion (Sco-
pes, 1987).

Por 1ltimo, resulta de interés el desprendimiento di-
ferencial de anticuerpos en los inmunogeles con-
teniendo IgG, IgM y la mezcla de ambas. El mayor
desprendimiento correspondid a IgG, que fue 5 veces
mayor con respecto a la IgM y 2.75 veces con respecto
a la mezcla (tabla 3). Este resultado debe ser conside-
rado en la estimacion de la vida 1til del gel, ya que el
desprendimento de la molécula del adsorbente, unido al
44% de elucion del antigeno limita considerablemente la
utilizacion del sistema (datos no mostrados).
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