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I N T R o D u e e I o N. 



l N T Ro D u e el o N. 

Es importante det ::rminar el origen de 

la s esµecies, en carnes y derivados, por~ue hay -

ocasiones en que son adulterados o sustituidos por 

otra especie con el ries50 para el consui.lidor Ctla!! 

do la especie sustituida no ha sido controlada sa­

nitariamente. La ident ificación se lleva a cabo -

por diversos mé t odos inmunológicos. Sin embar; o -

es t os métodos de identificación se van afectados_ 

por ciertos factores que la dificultan o la inhi-­

ben, tales como la temperatura o la adición de su~ 

tanc ias con ac~ ión enzimática como la papaína: ya 

que alteran la estructura antigénica de la carne.­

r or este motivo, es importante conocer cómo afee-­

tan los procesos de cocción y el tratamiento con -

ablandadores a la especificidad de las reacciones_ 

de identificación. 



e A p l T u L o r. 

A N T E C E D E N T E S y 

G E N E R A L I D A D E S • 



C A P I T U LO I. 

A N T E C E D E N T E S. 

I .- Ai'lTIGENOS DE ESPECIE: 

a) Deearrollo del mecanismo de reconocimiento 

de lo propio y lo extrafio. 

La mayor{ ~ de las sutst&ncias antigé­

uicas son ex6genas al individuo que reacciona ante 

ellas pudiendo proceder de organismos de le misma_ 

especie o de especies distintas; sin e~bargo en 

condiciones especiales, el organismo puede reacci~ 

nar frente a sus propios constituyentes, creándoee 

así el estado de autoinmunidad, en el que práctic~ 

mente puede verse involucrP.dO cualquier tejido. Al 

producirse la respuesta inmunológica frente a los 

propios constituyentes del organismo se van a pro­

ducir daBos tan grandes en 61 que lo llevan a un -

desenlace f3"tr.l. Este estado de autoinmunidad se 

debe a una !ella del organismo para reconocer 

"lo propio" de lo "no propio". 

La capacidad del orgB'lismo para reco­

nocer e sus propios componentes de los extrafioe se 

trat a de explicar en le siguiente formas muchos da 

tos sugieren que esta capso1ded se aaqu1ere a~rsn-
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te el desarrollo embrionArio, aún cuando sigue 

siendo enigmático el mecanismo por medio del cual 

ocurre esto. Desde luego, se reconoce la importa~ 

te intervención de las células B y T que integran_ 

al siqtema linfoide ya que éstas intervienen en la 

producción de anticuerpos. BUrnet sugiri6 hace al 

gunoe años que loe antigenos aut6logos se marcan -

como propios "in utero" durante el periodo de la -

emhriogénesis. Postuló que c~alquier antígeno que 

está en contacto con el embrión en desarrollo, pu! 

de cla s ificarse erróneamente como propio. En 

otras palabras, BUrnet predijo que la exposición_ 

a cualquier entigeno, durante un periodo determi~ 

do ds inmadurez del sistema linfoide, puede provo­

car un estado ·de tolerancia inmunitaria exponiendo 

algunos animales a antigenoa extrafios durante la -

vida fetal, por ejemplo los experimentos ~u~ llev! 

ron a cabo Medawar y sus colaboradores con injertos 

de piel entre ratones de cepas CBA y A. La cepa de 

ratones CBA es de pelo pardo y la cepa A es blanco. 

El experimento consisti6 en inyectar por vía intra­

venosa tejido dé r~tones de la linea A a embriones 

de ratón CBA entre el décimo y décimo cuarto die de 

vid~ fetal, la mayor parte de los animales resisti~ 

ron la manipulación y nacieron normalmente. Poste-
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r ior ruente se hicieron a estos animales, ya adultos, 

injertos de ~iel de ratón de la linea ~ y el injer­

to persistió. Normalmente los injertos de piel en-­

tre animales adultos de estas cepas persisten de 10 

a 11 nías y lue ; o esfacelan. La prueba concluyente 
, . 

de este f enomeno es observar placas de 1)elo blanco 

sano en el ratón CBA. ::;e han reali zado experiwentos 

semejantes en rata, conejo, pollo, y otras especies, 

con resultados semejantes. La exposición a los antí­

genos durante la vida f etal siempre loJ rÓ tolerancia 

ulterior al antígeno. No obstante, alguno8 antÍge-­

nos provocan una tolerancia mayor que otros, y tam-­

bién varia la duración de la tol~rancia con los di--

f erentes antígenos. 

La madurez del sistema linfoide, en -

el naci~iento, difiere mucho en las di<ersas espe--­

cies animales. Los recién nacidos ~oseen un ~rado v~ 

riable de eficiencia inmun i taria, que se correlacio­

na hasta cierto ~unto con la edad gestacional y con 

l a madurez de otros sistemas. La mayoría de los la~ 

tantes a t érmino son capaces de producir cantidades 

a~reciables de anticuer~os lgM en el periodo neona-

tal. Los anticuerpos lgá empiezan a aparecer alre­

dedor de tres semanas después del nacimiento. Los 

ant i cuer pos lgG se producen en cantidades importan-
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t es sólo hasta dest-'ués de la cuarta semana de vida. 

Las res ~uestas i nmunitarias de los niBos o animales 

prematuros son gene ralmente más lentas ; ue los de -

a t ;jr mino. 

En el htmano se observa respuesta 

in111unolÓ¿: ica a las i nf ,3cciones, cuancto éstas ocurren 

cuanct o el s istema .l infoi de ha madurado; ésto se de-­

muestra por los niveles elev~do s de l gA y/o lgM en el 

momento del nacimiento y porque se encuentran en es-­

tas irununoglobulinas, anticuerpos especificas para el 

mic r oorgan i smo i nfect ante, siendo l os casos más fre-­

cuentes: citomegalia, rubéola, herpes, sífilis y to-­

xoplasmosis. 

b) Respuesta a pr oteínas de espec i es alejadas -

taxonÓmicamente. 

El em~leo de la prueba de inmunopreci­

pi tac1Ón para estudi~r relaciones entre animales se -

inició poco después de descu·orirse esta reacciÓn.Bor­

det, en 1899, se:""alÓ que el suero de un conejo inyec­

t ado con su.~ro de gallina precipitaba sueros de gall! 

na y de pichón. Al a~ o si5uiente, Myers comvrobÓ que 

el suero i nmune contra albúmina de huevo de gallina 

reac cionaba con albúmina de huevo de yato ieual ~ue 

con el antigeno homÓl0¿0. ComyrobÓ también que los 
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ant i cu2r pos contra glob~lina de carnero prec i pita­

ban la globulina de carne de quey menos intensamen 

te que la de carnero; inversamente, la globulina -

antibuey reaccionaba menos fuertemente con globuli 

na de carnero que con antíg eno homólogo. Varios in 

vestigadores ptonto señalaron que los sueros anti­

humanos obtenidos en conejo además de reaccionar -

con el antígeno homólogo reaccionaban con suero de 

primates. Estas observac i ones ~ roporcionaron la -

base para la prueba forense de inmunoprecipitaciÓn 

para l a identificación de manchas de san8re. 

Los primeros i nvestigadores utilizaban 

mezclas s i m¡;les de suero inmune y antígeno y señala­

ban l a apar ic ión de turbiedad y/o de un precivitado 

ne t o después de periodos variables de incubación. A 

dist i ntas temperaturas 5eneralmente se mezclaba una 

cant idad constante de suero inmune, como 0.1 ml con 

0.5 ml de una o más diluciones de antígeno. Nuttall, 

inclúyÓ en algunas observaciones, un registro del -

t iempo requerido para obtener una reacción visible, 

y desarrolló también un método semicuantitativo, en 

el cual se med í a la altura de la columna de precipl 

t ado en el t ubo capilar. Más tarde se utilizó la -

pr ueba del anillo en estudios de r elaciones entre -

ani males y pl antas. 
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Aunque ya se conocía, en mezclas s i :n­

~les puede presentarse la inhibición de la precipi­

t ación por exceso de antígeno, se efectuaron muchas 

pruebas de preci¡;itac ión en las cuales se utilizaba 

una sola concentración de antígeno. Por lo tanto , 

r esulta sorprendente que los resultados de los pri­

meros estudios filogénicos correspondieran tan bien, 

como se viÓ con la posición s istemática de los mate­

riales utili zados cuando se clasificaban seóún bases 

morfológicas u otras. 

En 1901 Uhlenhuth señaló que los sue­

r os irununes antihumanos obtenidos en conejo sólo 

r eacc iona ban cuando se mezclaban con suer o humano y 

no con l os sueros de l b especies de animales inferiQ 

r es. Nass ~rmann y Schütze llevaron a cabo experien­

cias similares comprobando que el suero antihumano -

pr ecipitaba con el suero de mandril, aunque esta 

r eacción era más lenta y menos intensa que con el 

suero humano. El mismo afi o Nuttall comprobó que los 

sueros de algunos monos europeos reaccionaban fuert~ 

mente con suero de conej o antihumano, mientras que -

los monos sudamericanos sólo reaccionaban ligeramente. 

Nuttall publi~Ó en 19d+ una monograf Ía 

en l a cual tabulaba y resumía los resultados de 
l b , 000 ;1ruebas de ¡; r eclp itaciÓn. Em¡Jl eÓ coHJo andge-
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nos sue ro;:; san,su:!neos d e h ombre y varios :i.nirna l es, 

y probó .3Ó su-":-ros inmunes obtenidos en cor.ejos co.u 

tra prot eínas s~rica s de los diversos ~rupos de 

animales. Los resultados obtenidos en mezclas de 

suer;)S de primates y suero antihu.1J1ano se ,:iresentan 

en el cuadro l. Los sueros de ora:1¡;után, chirn,Jancé 

;or ila y ot~os monos de 3uro~a, desde el ~unto de -

vista serol6gico estaban m~ s estrechaoente relacio­

nados con el suero humano que los de monos y tit{es 

de América. Los lemÚridos resultaron no tener rela 

ciÓn nin.;una con el hombre. Estos resultados co--­

rres ;ondÍan estrechamente a las conclusiones obteni 

das con datos morfológicos. Las pruebas de precipl, 

taciÓn por el mé todo semicuantitativo de Nuttall 

dieron r Asultados silÍlilares (ver cuadro 2). 

Las relaciones se confirmaron ~or pru~ 

bas con sueros antichimpancé, antiorangután y anti­

mo~o espec íficos para varias especies. 



Cuadro l • . Precipitación de sueros de primates por 

suero antihumano obtenido en conejo. 

Sueros de primate No. de estudios Porcentaje 
de pruebas 
positivas 

antropoides 34 100 
Hombre 

SÍ.midas 8 100 
(orangután, chim-
pancé, gorila) 

Cercopitecos 
(Monos de Euro-

36 92 

pa, 26 especies) 

Cébidos 13 77 
(monos de Amér-t 
ca, 9 especies 

Hapálidos 50 
(titíes, 3 es-
pecies) 

Lem-qroideos 2 o 
Lemuridos 
(lémures, 
cies) 

2 esp~ 
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Cuadro 2. Cantidades rel ativas de precipitado obte-

nidas con suero de conejo antihumano y cantidades -

i .$uales de suero de diversos antropoides y monos. 

Suero 

Humano 

Chimpancé 

Gorila 

Orangután 

cinocéfalo mormón 

Cinocéfalo sphinx 

Ateles (mono ara~a) 

* Precipitado suelto. 

.Precipitado 

100% 

13 0',Z 

64;; 

425~ 

42;; 

Nuttall también estudió suero::; de mamÍ­

f er os , aves y réptiles (cuadro 3). Los anticu ::rpos 

contra las diferentes espec i es de mamíferos daban 

el mayor porcentaje de reacciones de precipitina -

posi t ivas cuando se estudiaban con antígenos prov~ 

nientes de la misma o de otras es,Jecies del mismo_ 

orden. Así, el suero antibov ino daba r esultados ~Q 

sitivos con el 72~ de los antígenos ~rocedentes de 

ungulados , el suero antican6uro reaccionaba posit1 

·1a!nente con el 68;t de los antÍgenos )roced~nb~s d~ 



And.genos Número de Sueros inmunes de conejo fr ente a: 
and.genos frimate Insectív oro carnívoro Ungulado Harsupial Ave 

(sueros) probados (hombre) (erizo) (ferro) (buey) (canguro) ( gallo ) 

-----------

.l?rlmates 

Insectívoro 

Carnívoro 

Ungulad os 

Marsu>iiales 

Aves 

Reptiles 

Cuadro 3. 

Porcentaje Positivo 

64-97 90 2 21 11 11 

8-15 13 47 14 o o 

76-97 27 5 46 4 5 

57-70 43 7 3 72 5 

21-26 4 o 4 o 68 

262-322 0.3 O.) o.6 o 
34-51 o o o o 

Precipi tac iÓn de sueros de animales con sueros i r:.munes obteEidos en 

conejos. 

o 

o 
l 

o 
o 

68 

2 
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r:;;irsupi:ües. Las aves constituían un grupo distinto, 

;:rácticar.iente sin signo nin ;uno de relación con los 

demás animales probados. Los reptiles eran hetero-­

géneos entre s!, y reaccionaban en forma cruzada. -

Puede tener importancia el !:echo de que la reacción 

cruzada ocurría en el ; rup o de la::: aves, de las cu~ 

les los reptiles probablemente sean los antecesores 

en la evolución. 



10 

Se han comprobado gran número de rela­

ciones interesantes mediante las pruebas de precip! 

taciÓn. Ya en 1905, Friedenthal demostró reacciones 

débiles entre el suero sanguíneo del mamut siberia­

no congelado ~ el suero inmune contra elefantes de 

la India. Eoyden y Noble en 1933, ayudaron a acla-­

rar las relaciones entre algunos anfibios. Compro-­

baron c;.ue Siren, Necturus y Amphiuma estaban estre­

chamente relacionados entre si, pero sólo a gran 

distancia con la forma ~ r iruitiva Cryptobranchus. E~ 

t as r elaciones l as r epr es entaban gráficamente en un 

model o tridi uiensional. Más tar.:: e, Boyden empleó un 

método fotoeléctrico para medir los precipitados, -

demos t r ando serolÓgicamente que la mula, híbrido 

del caballo y asno, posee p r· oteínas séricas que se 

encuentran en los animales progenitores. 

Boyden durant e ª " ºs estudi6 sangre y 

otras muestras de proteí nas de t oda clase de fuen-­

t es . Las utili zó para estudios serolÓgicos compara­

t i vos con aplicac i ón a problemas de filología, sis­

t emática y evolución. 

De Falco comprobó que las aves constit~ 

yen un 5rupo serolÓgi carnente separado por lo que se 

refi ere a prótéinas de su sangre, huevo y cr1~ tal1-
no. Cumley, Irwin y Cole estudiaron antígenos séri-
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cos de Streptopelia risoria (tórtola anillada) y St. 

sene¿alensis y sus híbridos directos y ~etrÓgrados • 

Las pal omas senegal y anillada compartían componen--

t es antigénicos mayores en el :;uero; , ' aaewas la Sene-

gal poseía un pequer o r esiduo "especfrico de especie" 

probablemente formado cuand o menos por cuatro andg,g 

nos di stintos. Estos cuatro antígenos especÍf icos -

de es~ecie pueden aparecer en los híbrid os, pero 

cuando los hÍbri<l os, se cruzan en forma retrógrada -

con tórtola ai: illada, QUe carece de tales factores , 

uno o más de los antÍ5enos Senegal ~ueden perderse.­

Las pruebas hechas con sueros inmunes absorbidos ade 

cuadaillen te indicaron el control genético de éstos a.n 

tigenos séricos . lrwin y colaboradores también demo~ 

traron el control genético de antígenos séricos en 

otras aves. 

11.oody y colaboradores estudiando la conduQ_ 

ta ser olÓgica de proteínas plasmáticas, obtuvieron dª 

t os que apoyaban la clasificación morfológica de es-­

tos animales . También com~robaron que las proteínas 

s éricas de conejo difieren ne tamente de las de los -

roedores, confirmándose la posición sistemática de -

los conejos en una orden se~arada , Lagoworpha. 

Las reacciones de prf!cipita,.ciÓn se i;aD ap.!,i 
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cado también al estudio de V6getales. Se l1an prepa­

rado sueros inmunlzando conejos con soluciones de -

macerados y extractos secos de tejidos vegetales en 

solución salina, agua, soluciones amortiguadas o S.Q 

luciones alcalinas débiles. El trabu jo serolÓgico 

con materiales ·procedentes de plantas se dificulta 

por la presencia de substancias ~recipitantes no -­

específicas, co~o ácidos orgánicos, taninos, alca-­

loides y glucósidos. Huchas de estas substancias -

pueden elithinarse con extracción previa de los tej1 

dos ve5etales con éter, alcohol, benceno, acetona u 

otros solventes. Tal tratamiento , claro está, mere­

ce la objeción de que tari:bién extrae materiales an, 

tigénicos específicos. Sin embar~o, utilizando ex­

tractos de ~lantas se han obtenido informaciones 

muy Útiles. 

Una observación inicial de la índole serQ 

lógica de las proteínas vegetales fue la de Kowarski. 

Comprobó, en 1901, que las precipitinas contra una -

albumosa termoestable de trigo reaccionaban am~lia-­

mente con extractos homólogos, pero poco o nada con 

todas las albumosas de centeno, cebada, avena y chí­

charo. En 1914, Xade empleó la prueba de precipita­

ción para construir un esquema genealógico, mostran-

do las relaciones entre especies y variedades dentro 
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del género Avena (avena) y Triticum (trigo). Las r~ 

laciones observadas corresponden bien a las ideas 

existentes sobre clasificación de estas plantas ba-­

sándose en su morfología. 

Hez y Xiegenspeck resumieron en 1926 el -

trabajo de los trece años tirocedentes de la 'escuela -

de Konigsberg en un árbol genealógico serolÓgico. 

(fig. 1). Las relaciones serolÓgicas comprobadas co­

rrespondían bien a los datos anatómicos, morfológicos, 

citolÓgicos y paleontológicos. 

Con la prueba de precipitación pueden des­

cu brirse constituyer,tes y contaminantes de harinas, -

alimentos diversos, f orra jes , medicamentos y otros -­

materiales vegetales . Se ha descubierto por ejemplo, 

cornezuelo, en la harina de maíz, centeno y cebada o 

pat a t a en la harina de tr igo. La reacción de preci­

pitac ión también se utiliza en la ccmtiaraciÓn serol~ 

gi ca de plantas para saber si permiten más o menos -

di f í cilmente el injerto. Riv es ha señalado que di-­

versas variedades cuyos injertos mutuamente no pren­

den, poseen diferencias serolÓgicas ·netas, mientras 

que las variedades cuyos injertos prenden bien son -

serolÓ; icamente semejantes. Una situación similar -

fué descubierta por Green en estudios de rosáceas, • 
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solanáceas y otras plantas. Merece señalarse al res­

pecto, la publicación de informes similares sobre fe~ 

tilizaciÓn cruzada e hibridación en animales. 

Se ha comprobado que serolÓgicamente los -

híbridos vegetales eran intermedios entre las espe -­

cíes progenitoras. Zade demostró en 1914 que Trifolium 

pratense y T. repens guardaba relac ión serolÓgica pero 

eran diferentes y que su híbrido, T. hybridum, r eacciQ 

naba fuertemente con sueros inmunes contra extractos de 

ambos ~rogenitores. 

Para otros híbridos vegetales, se han descu­

bierto situaciones similares. La composición antigéni­

ca de un híbrido vegetal parece incluir un número menor 

o mayor de antígenos de los progenitores, pero sin apa­

r ición de antÍ¿enos específ i cos nuevos. 
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8.Jcte11;;is ---~ 
he fe ";fr¡fccc>> 

r ::..:iURA l.- Al'bol ,;enealÓ::ico so.rolÓgico. 

el./ 

Copiado y modificado por Gortner, Outlines 

of biochemistry. John WilJy & Sons, Nueva 

Ycrk, 1929 • 
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Fig. l. Arbol genealógico serolÓgico, donde 

se resumen los trabajos de la escu~ 

la de Konigsberg sobre las relacio­

nes filogenéticas de las especies y 

géneros de las plantas, tal como -

quedan indicadas por las reacciones 

serolÓgicas. 

G E N E R A L 1 D A D E S 

l. l REACCION DE lNMUNOPRECIPlt4ClOU. 

La reacción de inmunoprecipitación fue 

descrita por Kraus por primer a vez en 1897. Filtr~ 
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dos de Vijrio chol cra y Salmonella t vphi, libr es de 

bacterias, mezclados con sueros im!lunes homÓlo;;os -

,)r esE'n t aban enturbian iento después de un brevf' pe-­

r Íodo de incubac ión; a las 24 horas, se dep ositaba 

en el fondo de lo ~ tu~os el precipit ado . La espe­

-:: ificidad Cf' la r eac ,:: ión se compr obó porr:;ue el su,g 

ro anticÓlera no pr ec ipitaba con filtrados de cul­

tivos de SalmoneLl.a, y v iceversa. Kraus aplicó el 

nombre de precipitina al anticuerpo que r eaccionaba 

en l a ;irecipit'.iclÓn y al antígeno que desencadenaba 

su f or mación lo llamó pr 0cip itinÓgeno. 

Dos a" os m~s t ar de : Tchlstovitch, estu­

diando l a toxic ~d ad del suer o de an .;uila , inoculó -

con este material conejos, cobayos, perros y e.abras. 

:i:'l suero s anguíneo de los animales 'iue sobrevivieron 

a los efectos tóxicos del antígeno, fermata un prec.! · 

;itado abundante al 111 ez.cla.::-se con suero de anguila.­

Sasi al mismo tierup o, Bordet se~alÓ ~ue la inyección 

de leche de vaca al conej o e:;timulaba la aparición de 

anticuerpos que or-igi na tlan tireci;: it;:;ciÓn al mP. zclarse 

con dicha l eche . Afl.ál ogamer;te , !1yer s , en 1900, abtuvo 

p recipitinas paru al 'oÚr:;i !,a di? hu.evo inyect ándol :.:. a 

c anF j oJ por vía i~traper it o9eal . 

F.n %'.):; :joccs J '~ os se produJ ~Nn anticuerpos 
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<:Je a n.Lr.1ales, plantas superiores y bacter ias, y se -­

emprendieron estudios de interés teórico, medicole-­

gal y filogenético. 

Actualmente ya se ti i::me un mayor cono­

cimiento del mecanismo de l a reacción de inmunopre-­

cipitación; a gr andes rasgos se podría definir a és­

ta como la re.acción que se lleva a cabo entre un an­

tí ~eno en solución, como lisad os bKcterianos, toxi-­

nas, extractos de tejidos heterÓlogos, extractos ve­

ee tales, etc. y su anticuerpo y como result'ido de 

ésta unión se forma un ~recipitado . La manifesta 

ciÓn visible de la r eacción depende del estado físi­

co, de la sustanc ia anti¡¡énica y de las condiciones_ 

del fenómeno. 

i. l. J.. - H E. C n. :i l S Ji_Q . 

Aunque exist'?n num -:r osas teorías modernas 

del mecani smo de r eac ~ iÓn de irununoprecipitación, ge­

neralmente se acepta como el resultado de dos etapas. 

~n la primera, hay una c omb inación del antígeno y el 

anticuerpo; en la se; unda, se forman agregados de los 

complejos antígeno-ant icuerpo, por lo que se le cono­

ce c omo fase de a _; reg aciÓn. Es ta Última req_uiere más 

ti emIJº que la ptirMt~, éXi1e la p11esencia de electr.Q 
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lit:Js y supone muy poco cambio de energía libre. Ma-­

r rack eu su hipótesis de la red para las reacciones -

serolÓgi cas, explica de qué manera l a a3reGaciÓn hace 

visi ble la reacción: ccnsidera ({Ue la unión antígeno_ 

anticuerpo que se lleva a cabo a nivel de sus grupos 

determinantes especÍfi~os, es firme pero disociable -

y ~ara que haya una a~regación entre esas moléculas -

de antígeno-anticuerpo ya coIJbinadas es necesé!rlo que 

exista afinidad entre ellas; y una disoc i3.ciÓn y recom 

bi nación de estas moléculas alternas (antÍgeno-anti--­

cuer po) aá como r esultado, en el punto de equivalencia, 

donde la cantidad de antígeno y .anticuerpo es la Ópti­

ma, 1_1ue se forme una red . La unión de los reactivos en 

proporc i ones variables se ex¿lica considerando que la 

irununos l otulina es divalente, en tanto que los antÍg~ 

nos pueden ser bivalentes o multivalentes. 

La necesidad de electrólitos imiJlica que 

la r eclucción en el número o en la eficacia de los ra­

dicales polares, que normalmente atraen a~ua, desem-­

pe •"'an un tiapel importante en la segunda etapa de la -

reacción. Podría consistir en el blor.;.ueo mecánico 

de radicales polares, una neutral ización outua, o la 

d ismi~uciÓn de carsas por los misillos electr ólitos. 
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I. l. 2.- fñCTORES ~UL AFECT AN LA REACCION DE 

llMUNOfRECIJ?lT.tt.CION. 

a) CONCENT.R;;.C l ON DE ANTIGEIW Y i..NT ICU.ER­

i'O (fi.:NOH~~NO DE 60!fa ) 

En la prueba de inmunoprecipitaciÓn que 

se r ealiza en tuoo s de ensaye o capilares, es decir, 

en medio líquido, .se verifica una reacción entre un 

antÍ5eno en solución y su anticuer po homólogo. El -

r esultado positivo se revela por la formación de un 

precipi t ado , ésto solo sucede cuando la concentra-­

ción de los reactivos es optima; per o cuando hay un 

exceso de antígeno o anticuerpo, s e inhibe la form~ 

ción del precipitado, esto es lo que se conoce como 

"Fenómeno de Zona". 

Se conocen 3 zonas en las reacciones de -

inmunc prec i pitaciÓn en medio líquido a saber: 

l o .- La J?rozona. 

2o.- La ~ona o Punto de Equivalencia. 

30.- La Pos tzona. 

Un estudi o hecho con albúmina de huevo 

mues tra el fenómeno de zona en la precipitac ión. La 

albúmina de huevo diluida al 1 : 2 000 dá el máximo de 

preci,? itaciÓn cuo.ndo se mezcl a con el suero inmune sin 
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diluir. Todo el antígeno presente se combina con to­

do el anticuerpo contenido en la mezcla, según de--­

muestra el estudio del líquido sobrenadante, después 

de eliminar el precipitado. La precipitación menor -

con diluciones menores o sea, conc ~ntraciones más al 

tas de antíg eno~ reci.Je el nombre de fenómeno de 

"inhi bición" o prozona. Dentro de la prozona no hay 

anticuerpo suficiente para preci~itar toco el antÍg~ 

no, aunque parte del antígeno se combina con el ant.! 

cuerpo. Al gunos de los com,Jlejos antígeno-anticuer­

po evidentemente son tan pequer.os que no precipitan. 

La mezcla también contiene antígeno no combinado, 

que puede demostrarse por adición de suero inmune al 

líquido sobrenadante. Las diluciones de antÍBeno de 

1:4 000 y mayores también pro,)O:'cionan precipitados 

menos intensos que los obtenidos con albúmina de hu~ 

vo al 1:2 OCO. Todo el antígeno disponible estaba -­

combinado, de manera que las cantidades disminuidas 

de precipitados pueden atribuirse a la presencia de 

antígeno insuficiente para combinarse con el anti 

cuerpo presente. En el líquido sobrenadante hay un 

exceso de anticuerpo. l•iuchos sistemas ant!geno-an-­

ticuerpo no son particularmente sensibles a ligeros 

excesos de antígeno; de manera que con frecuencia hay 

t oda una serie de concentraciones de antígeno, dentro 
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de las cuales ni éste, ni el anticuerpo se encuentran 

libres en el sobrenadante. Este rango de concentra--

clones recibe el nombre de "zona de equivalencia''· La 

preci~itaciÓn ~áxiraa ocurre dentro de esta zona. 

~ 
' ' 't! 

~ {500 ....,._ 
~ 

" r 
;/c1H Je 
e.i<..l!'~ c- c4 c 

10 100 

de .1nt1;e,,, < .J11..i.J1d,,. 
cc ,1·,,fan te de ~ .. · ~,.. , 

1000 . 
, ¡ ..,.1.J c.Jnf,Jacl 
, nm v.ie 

Fi 6ura l. Bsta figura presenta una curva típica de 

inmunoprecipitación. 

Los preci~itados formados en la zona 

de equivalenc i a desaparecen cuando se a~ ade más an--

tízeno . 
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La reacción visible a veces no ocurre si 

sólo se prueban una o ur1as r-·ocas diluciones del anti 

geno, según la concéntraciÓn en las diluciones en r~ 

laciÓn con la zona de equivalencia. El estudio ade-

cuado de un sistema ;1reci~itante requiere pruebas con 

varias concentraciones, prhiero de uno de los elemen-

tos reactivos, lue; o del otro. Aunque generalmente -

en estas reacc iones de inmuno~recipitaciÓn suelen 11~ 

varse a cabo con diluc iones seriadas de ant.Ígeno y 

una concentración constante y elevada de anticuerpo -

(preferentemente sin diluir). 

b) TElt,PERATUlU Y T I E1'!r0: 

En los diferentes sistemas Ant.Ígeno-Ant! 

cuerpo la etapa de agregación de las reacciones de -­

inmunoprecipitaciÓn requieren de un tiem~o y una tem-
o 

peratu~a adecuadas. Las tem peraturas entre OC y -

37ºC no afectan la reacción en cuanto a la cantiGad -

de pr ecip itado formado, es decir, la cantidad de éste 

será la misma ya sea que la reacción se efectúe entre 

los límites antes descritos. La influencia de la tem. 

9eratura está en razón indirecta al tiempo en que ta~ 

de en aparecer el preci ,,: itado, de esta manera., tarda­

ri más tiem;) o en a ~arecer el preci ~ itad o a menor tem-
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yor. La mayor rapidez de j:irecipitaciÓn y temperatg 

ras altas (3 7° C), resulta en parte, de la acelera­

ción del movimiento browniano, que puede causar co­

lisiones más frecuentes entre las moléculas o partí 

culas reacc ionantes. Sin embargo para r ealizar las 

reacciones de inmunopreci~itación a t emperaturas 

mayores a la a~bient e , deberá t omarse siempr e en 

consideración que · la t emperatura escogida no desna­

turalice al antígeno. 

c) CONCSNTRACION IONICA. 

Los elec t rólitos en concentración ade --

cuada s on necesarios par a que se lleve a cabo la se­

~unda et apa de la r eac -:: iÓn de inmunopreci,:i itación.El 

pa¡Jel 11ue desem;ieñan éstos, se cree que puede consi.2_ 

t i r en el bloqueo mecánico de radicales ,iolares, una 

neutral i~aciÓn mutua o la disminución de car5as ~e -

l os mi smos permitiendo de esta manera l a agregación 

de molécul as de antí ~eno y anticuer~o . La ausencia 

de los electrólitos i mpide la pr ecipitación; así 

mismo, la cantidad del preci;:i itad o puede variar se­

cún sea la concentrac ión de el ec t r ólitos. La con-­

centr aci Ón de r!aCl que se cons i dera Óptima , es de-­

cir , l a concentración en la cual se obt iene una can 

t idcd mayor de pr eci,,i t atl o es de 0 .1 5 moles/l i tro,-
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el aument o de la concentración por encima de 0.15 m2 

les/litro, (8.77 g/1000 ml), valor que corresponde_ 

a la concentración salina isotónica produce una lig~ 

ra disminución en la cantidad de precipitado. 

HeidP-lberger coreprobÓ que la cantidad -

de precipitado formado con anticuerpos de conejo, en 

solución, aproximada~ente de 0.95 llioles/litro de 

NaCl era menor que el formado con 0.15 moles/litro • 

Por otra parte, Schmidt se!\alÓ (,ue la floculación de 

me zclas de antitoxina diftérica y su toxina, no ocu­

rren en una solución des~rovista de electrólitos. La 

adición de éstos permite que se produzca la flocula-

ción. La dismi~uc iÓn del precipitado no parece de--

berse a un aumento de la solubilidad, sino mas bien, 

a una desviación del equilibric entre los reactivos 

por la presenc ia de los iones, de tal manera que la 

mi sma cantidad de ant:Ígeno se combina con menos an­

ticuer po. Aun'1ue se observó un comportamiento ano.r. 

mal en suec·os imnunes de aves, en el que se obtiene 

mayor precipitación con conc 9ntraciones elevadas de 

NaCl, hasta el grado de producir la floculación de 

las proteínas. Fuera de ésto, puede considerarse -

como válido para los sueros de las demás especies.­

Otras sales que también se emplean en las reaccio--

nes de inrJUno,:reci,tJitaciÓn son el bromuro sódico y 
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el yoduro sódico, la concentración éptima de éstos -

es la misma del NaCl, 0.15 moles/litro. 

d) EFECTO DEL t1li· 

Las prcteÍnas son sistelJlas coloidales -

cuyas partículas dispersas tienen la propiedad de -­

a traer moléculas de a~ua f ormando así una capa pro-­

tectora, esto permite a las partículas sostenerse s~ 

paradas e impide su agregac ión y precipitación. Es-­

tas partículas, de acuerdo al pH, suelen tener carga 

neta positiva o negativa; en estas condiciones se r~ 

pelen mutuamente y sus soluciones son estables. En -

el punto isoeléctrico, cuando tienen el mlsmo nÚIJero 

de cargas negativas que positivas, la repulsión en-­

tre las moléculas está al mÍnl mo, y por lo tanto, ri 
cilmente ::irecii)itables. Cuando las proteínas en so­

lución tienen carza eléctrica y se colocan en un si§. 

t en;a que tiene dos electrodos, las proteínas emigran 

hacia el electrodo de carga opuesta a la que poseen. 

As!, las prote!nas con cari a positiva emigran hacia 

el cátodo (de carga n ~gativa) y las proteínas con -

carga negativa emigran ;hacia el ánod o, (de carga pQ 

sitiva) . El pli de una soluc ión por lo tanto, es el 

factor deter minante de la car6a neta de la proteína 

y det e r~inará, por la neutralización de los gru~os 
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carboxilo, COO , o amino, Nh3\ si la proteína queda 

.cargada positiva o negativamente. La mayor parte -

de las prote:!nas tienen su punto isoeléctrico un PQ 

co abajo de 7.0 Por esta razón, para que se 11~ 

ven a cabo las reacciones de inmuno~recipitac~Ón s~ 

tisfactoriamenté es necesario que la concentración 

del iÓn hidrógeno (pH), se encuentre entre 6.5 y -

La desnaturalización de las proteínas -

ocurre a pll más ácidos o alcalinos, de los antes men 

cionados. La desnaturalización implica modificacio­

nes en la estructura de las cadenas de péptidos, que 

en general, consisten en el desplegamiento de la mo­

lécula, debido al rompimiento de los iones disulfuro 

y a la ruptura de los puentes de hidrógeno sensibles 

al efecto de pH fuertemente ácidos o alcalinos, esto 

trae entonces, la inhibición de la reacción. 

!. 2.- IMPORTAI~Clá DE LAS RE..1.CClONES DE lNMUNOPRE­

C!PlTAC!ON. 

La gran sensibilidaQ de la reacción de 

inmunoprecipitaciÓn junto con su especificidad, las_ 

hace de gran valor para distinguir e identificar di-
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1940 , tres estudios se~arados demostraron que las 

pruebas de irununoprecipitaciÓn podían efectuarse en 

gel, con varias ventajas sobre las pruebas en medio 

líquido. Una de las principales ventajas de estas -

pruebas especialmente con las técnicas de doble dif~ 

sión, es que ~ermiten identificar si un antígeno es 

~uro o está constituÍdo por una mezcla. El artículo 

de OUdin (Francia)_, publicado en 1946 , se refería a 

un sistema de difusión simple. Dos años más tarde , 

Elek (Inglaterra) y OUchterlony (Suecia) publicaron 

simultáneamente observaciones sobre una tercera va­

r i ación técnica de la prueba de inmunodifusiÓn en ~el, 

que era un método de doble difusión, sin mayores ven­

t a j as sobre la técnica de OUchterlony. En la prueba_ 

de OUdin sólo difunde un reactivo, razón por la cual_ 

se le conoce también como prueba de difusión simple , 

tanto la técnica de Elek como la de OUchterlony se 

r ecurre a .la doble difusión. Ot ra variedad de las 

técn~cas de inmunodifusión en gel es la llamada difu­

sión radial, muy Útil como técnica cuantitativa. El -

primero en emplear este método fue l<'eingerg en 1957. -

Todas estas técnicas son de 5ran importancia para di­

fe rentes determinac i ones, que se podrían agrupar así: 

a) Diagnóstico Clínico.- En sueros de p~ 

ci entes con ciertas enfermedades pueden detectarse 
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anticuerpos empleando pruebas cualitativas de inmu-­

noprecipitación, y en algunos casos puede ser cuant1 

tativas. La reaciÓn de inmunoprecipitaciÓn tambien_ 

se usa para detectar proteínas específicas. Se pue -

den citar algunos ejemplos como: la eritoblastosis -

fetal, una de la variedades más grave de la enferme­

dad hemolítica del recién nacido, la cual se debe 

con frecuencia a la llamada incompatibilidad Rh, en 

ésta la madre frecuentemente forma anticuerpos con-­

tra el antígeno Rh. La detección de Proteína C rea~ 

tiva, Esta proteína se encuentra en el suero de su­

jetos que sufren una enfermedad inflamatoria, bacte­

riana o infecciosa de otra Índole. Los errferwos de 

cáncer y las mujeres embarazadas, con frecuencia tam, 

bién la presentan. Etc. 

b) Control de Alimentos.- Fara distin-­

guir o identificar diferentes proteínas en alimentos 

vegetales, animales, embutidos, etc. O bien polisa­

cáridos en harinas. Para detectar adulterantes prQ 

teÍnicos o de naturaleza polisacárida, etc. 

c) Química Forense.- Una de las aplica-­

ciones más espectaculares es la identificación fore.u 

se de manchas de sangre. Muchas veces, como en ca--

sos de crl.menes es necesario determinar a que espé -
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cie pertenece una mancha de san ¿re en ¡Japel, ropa, 

instrumentos u ot'!'os materiales y es aquí donde in 

tervienen las pruebas de im.unoprecipitación. 

d) Inves t igación.- Para estudiar la 

composición antigénica de microorganismos, y las r~ 

l aciones filogenéticas de plantas y animales. 

I. 3. FACTORES QUE PRODUCEN DESN.'i.TUR.tiLIZACION DE -­

LAS PROTEIN.t.S. 

Las proteínas constituyen el volÚmen -­

principal de todos los tejidos animales, como el mÚ~ 

culo, las vísceras, etc. y re presentan el grupo de -

sustancias químicas de mayor importancia en la es--­

tructura y fisiología celulares ya que desempeñan 

una gran variedad de funciones. 

El tejido muscular está constituÍdo por 

proteínas, esto quiere decir, que si se prepara un -

extracto de carne de una especie determinada y se h~ 

ce reaccionar con un suero inmune, preparado en otra 

especie, dará una reacción de inruunoprecipitaciÓn -

específica; y est.e hecho se utiliza ampliamente para 

la identificación de especies animales, ya sea en -

Control de alimentos, o ~ara fines exclusivos e in-
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vestigación. 

Los factores temperatura y el empleo de 

ablandadores, entre otros, son capaces de modificar 

los resultados de esas pruebas irununolÓgicas al afe~ 

tar la estructura quÍmica de las proteínas del ex 

tracto y por esa razón es importante conocer cómo a~ 

túan estos factores y en qué grado afectan la const1 

tucién química de las proteínas. 

l. 3. l. ZFECT OS DE L.d TZi'1.2ERn.TURA 30.BRE L.ii. CAdlm. 

El cocimiento de la carne produce muchos 

cambi os en la estruc t ura de las proteínas. Los cam-­

bios quÍffi i cos y físicos que ocurren durante el coci-­

miento son numerosos y a pesar de que algunos estu -­

dios se han enfocado sobre este problema, las reacc1Q 

nes no se conocen tot~lmer. te. Entre los cambios que 

ocurren se pueden me ncionar: 

1. - Car.1bio de color. 

2.- Formación de jugo. 

J.- Desarrollo de sabor especial. 

4.- Ruptura de céiulas de grasa y dispersión de ésta. 

5. - Disminución en vitaminas y posi:>lemente disminu--

ciÓn en el valor nutritivo de las proteínas. 

6.- Hidr~lisis de colJgena a gelatina. 
7.- Desnaturalización de las proteínas. 
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De todos estos carabios el más imkJortan­

te desde el punto inmunológico es la desnaturaliza­

ción de las proteínas. 

1.- CAMBIO DE COLOR. 

Las sustancias que le dan a la carne -­

cruda el color rosado son la oxihe:n oglobina, la ox1_ 

mioglo tlina; ambas de color rojo, y la hemoglobina y 

la mioglobina y la mioglobina, de color rojo-púrpu­

ra. Estos colores se deben al fierro; que en forma 

reducida se encuentra en los núcleos de sus molécu­

las; pero al exponerse la carne a la acción del ca­

lor, el iÓn ferroso es oxidado a 1Ón férrico, dán-­

doles a la carne cocida el característico color ca­

fé. También puede ocurrir alguna transformación de 

oximioglobina y oxihemoglobina a metamioglobina y -

metahemoglobina, am bas también de color café. 

2.- FORi'JAClON DE JUGO. 

Durante el cocimiento de la carne, por -

acción del calor, se observa una pérdida de agua del 

t e jido que junto con otras sustancias hidrosolubles 

f orr:ian el ll!lllla•:l O 11 jugo de la carne". Las sustan---

cias dé c;ué ~ s tá formado el jugo som creatina, ere¡ 

tinina, sal es, particularmente cloruro de sodio, pe-
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que~as cantidades de aminoácidos, derivados de 

aminoác idos como aminas, purinas, pirimidinas, prQ 

teínas y grasa, en ocasiones también se encuentran 

ácidos grasos libres. Griswold encontró que la can 

tidad de cOl!lpuestos nitrogenados solubles aumentan 

en el jugo durante el cocimiento, pero no encontró 

aumento de grupos aminos libres. 

3. - DESARROLLO DE SABOR ESPEC UL. 

Entre los cambios que sufre la carne al 

cocerse, la modificación del sabor es uno de los más 

evidentes. 

La carne cruda, ya sea de res, puerco,­

carnero o pollo, tiene poco sabor. Es ligeramente -

salada y ligeramente dulce. La carne cocida tiene_ 

ese ligero sabor dulce y salado pero tambiPn posee 

un aroma que aumenta el sabor. El aroma de la car-­

ne se debe a la preser.cia de compuestos volátiles,de 

bajo peso molecular, tales como aminas, amoníaco, -

sulfuro de hidrógeno y ácidos orgánicos. Estos com 

puestos probablemente surgen de la ruptura de aminQ 

ácidos durante el calentamiento. Las reacciones pu~ 

den ser de descarboxilación, desaminación o desulf~ 

~ar. 1Ón en las cuales los aminoácidos libres o polipé~ 
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tidos r eaccionan. Los compuestos formados varían de 

acuerdo a las especies, así, el sabor del carnero -

es diferente del sabor de la carne de res y otros. 

4.- RUPTURA DE CELULAS DE GRASA, Y DISPERSION DE ESTA 

Cuando la carne se cuece, ocurre un cam­

bio en la permeabilidad de las paredes celulares del 

tejido adiposo y la grasa es liberada; además sue-le 

ocurrir la ruptura de las células y haber una dis-­

persiÓn en el medio externo. 

5.- DlSMINUCION EN VITAMINAS Y POSIBLEMENTE DISMINU-­

C ION EN EL VALOR NUTRITIVO DE 1>. S .f-ltOTErnAS. 

La disminuc.ión de las vitaminas que ocu­

rre durante el cocimient o de la carne ha sido estu-­

diada extensivamente. Las vitaminas del Complejo B, 

son todas más o menos sensibles al calentamiento, y 

la tiamina y el ácido pantoténico son particularmen­

te lábiles. Si el cocimiento es prolongado y si la -

temperatura es elevada, la destruc ción de las vitall!i 

nas puede ser apreciable. Siempre hay alguna pérdida. 

La niacina y la riboflabina son más estables al calor 

y no desaparecen tan rápidamente durante el cocimien­

t o de la carne. Sin eu1 bar ;o , el ¡; rupo del ácido fÓli-

co es mu~' sen::;ible al calor y casi el 90¡~ puede desa-
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parecer. El ácido ascÓrbijo emJieza a disminuir tan 

pronto como el an~~al es sacrificado y durante el -

cocimiento, lo que esté aún presente suf rirá mayor 

di sminución. La carne cocida no puede ser conside­

rada en nuestra dieta como una fuent e de ácido ascó.t 

bi co. 

Debido al s obrecalentamiento se produce 

un sobrecocimiento de la carne, esto causa una pér-­

d i da excesiva de jugo y un endurecimiento. La carne 

l l ega a ser fibrosa y la cantidad de c olágena dismi­

nuye, así como la grasa. ~l sabor también se encuen­

t r a di sminuido. Puede también ocurrir una disminu-­

ciÓn en el valor nut~ itivo. El sobrecocimiento pue­

de ser el resultado de la exposición de la carne al 

calor durante largo tiempo o bien, a altas tempera­

turas. 

6 .- HIDROLISIS DE L.i. COLAGENA A GELAT INA. 

La colágena debido a la acción de la tem 

peratura se transforma en gelatina. 

~a estructura t ridimensional y las pro--

piedades biológicas de l os antÍ.~ enos de la carne (de 

naturaleza prot éica) están det erminados en gran par-
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t e por la clase de aminoácidos pr e sentes, el orden 

en que están dispuestos en una cadena de polipépt1 

dos y la relación espacial de un antÍ5eno con otro. 

Exi s ten diversos factor es que pueden alterar su es­

tructura química ocurriendo su desnaturalización,en 

tre los cuales se puede citar, l a acción del calor. 

El fenómeno de la desnaturaliza~iÓn con3iste en el 

desplegamiento de la molécula protéica por la rup~u 

ra de los puentes disulfüro, r e5enerand o la cisteína 

a partir de cistina; la r uptura de l os puentes de 

hidró geno, dando lu.;ar a un nu ,c;vc r ea~omodamie:1 to de 

la molécula ~· C0.!1 é s t :::: u.'l.a nueva f orma t r l diwensio-­

nal. E.stos cambios químicos :i.n t r ·.rr:oleculares ocas iQ 

nan modificaciones en sus ; :opi edades f ísica s como -

son : la disminución de su viscos idad J' de la veloc i­

dad de difusión, a sí c o;:¡:¡ o la J i .>:.: ir:uciÓn o pérdida -

de cr istalización; y como ef ec t o de estos cawuios 

fí s icos y químicos se 9roduce ta~bi6n una alteración 

en sus propiedades inrnu.~olÓg ica s; pudiendo ocurrir -

la pérdida de las determinantes antigénica s y con 

e sto la espe~ if icidad. Cu~n~o l a JesnaturalizaciÓn 

es más drástica, pierde ta~Lién su poder irununÓgeno, 

o sea , la capacidad de est ir::ular la formación de ag 

ticuerpos. 

Se saoe, que la desnatural izac ión de los 
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antígenos por el calor se produce alrededor de 60 a 

70° C. La pérdida de la especificidad y l a antigenj. 

i:: i:!ad ocurren dentro de las t e11ver aturas antes sef,1! 

l adas. Se produce la coagulación proté ica de l os_ 

antígenos a los 70° C: , aproxi:-~ada:n ente , y con ésto 

la destruc ción de toda su actividad biol6~ i c a, por 

los que se rec omienda evitar el cal enta:?1iento de -

l os antÍgeQoS a es t as te~yeraturas ~ara im~edir una 

destrucción de una 0 de sus dos p~o9 iedad es. 
lZ 

~ 1 

r:s':luerna de desnaturalización de los antÍ:;enos. Se -

rom¿en los puer.tes di3ulfuro 3-;;; ·.,: les puentes de -

hidrógeno , l o que 1:v·rnite el es tiramiento de las e.a 

denas. i>iuy a menudo esta s cadenas se fragmentan, -

fenómeno que no se muestra en el esquema. 
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l. J • 2. l NFLUENClA DE LOS ABL_ANI?@ORES SOERE LAS 

PRgI'EINA§ DE LA CARNE; 

1.- AQC!ON DE LAS ENZIHAS PROTEOLITICA§ EN LOS ABLAN 

PAPORES DE gARNE. 

Wang y colaboradores investigaron los 

ef ectos de las enzimas proteol:!ticas contenidas en 

los abl andadores. Un factor implicado en estudios -

de este ti~o es que la penetración de las enzimas -

en la carne está limitada, particularmente cuando -

l os ablandadores son a~ad id os en forma de polvo. En 

es t os estudios, el problema se minimizó debido a 

que la carne se liof ilizÓ y se rehidrató con solu-­

c i ones acuosas conteniendo varios agentes ablandada 

res. La acción de las preparaciones de enzimas pro­

teol:!ticas rué seguida por evaluaciones histológi­

cas de los cambios qu- ocurren en varios componen-­

tes del músculo y tejido conectivo, y por una evalu& 

ciÓn sucesiva de la blandura inicial ' y final para 

marnes control y tratada. Se encontró una relación -

muy estrecha entre ambas evaluaciones. 

También se midieron las potencias relativas 

de preparaciones enzimáticas por ensayos en hemoglob1 

na ~ ~elatina. Sin embargo7 no coincidieron en todos 
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los casos con los hallazgos histológicos y organo-­

lépticos (TABLA A). 

T A R L A A 

Actividad de preparaciones enzimáticas prot.eolÍticas 

como medida en ensayos de hemoglobina y gelatina. 

Enzima Hemoglobi Potencia Gelatina Potencia 
na Unida- relativa Unidades relativa 
des de he para re- de gela- para re-
moglobina fer en tina feren --

cias cias stan 
dard. 

Pa2aÍna 5 300 LO 1 300 1.0 
stándard 

:lliozyme 
P-11 2 900 o.6 6 700 5.4 

f:>romelina 14 800 2.8 18 200 14.5 

Ficina 28 500 5.4 12 700 10.1 

Papaína 9 800 1.9 7 200 5.8 

Ciertas enzimas actúan primariamente SQ 

bre las fibras del mú~culo, mientras otras actúan so­

bre las fibras musculares y fibras de tejido conecti­

vo como se muestra en la tabla B. Farece que sólo una. 

pequeña porción de las proteínas del tejido total ne~e 

sitan s er alteradas por la acción de las enzimas pro-
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teolÍticas, para producir un cambio significante en 

la blandura. Por otro lado, son requeridas altera­

ciones relativamente grandes para observar cambios -

estructurales o para producir suficiente cantidad de 

aminoácidos libres para medir los cambios químicos. 

iender y asociados (1958) han mostrA 

do que el mayor efecto de la papaína es liberar prQ 

te!nas solubles del músculo, mientras que la tr1ps1 

na incrementa las cantidades de aminoácidos libera-

dos. 
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T A B LA B 

Pot enc i a relativa de 20 preparaciones enzimáticas s2 

bre tejido muscular basada en manifestación estruc--

tural. 

Preparación F;bras de Fibras de tej ido conectivo 
enzimática pH musculo Colágena Elastina 

il.ctomios i 
na 

Pr oteasa 6.4 +++ 

Rhozime 
P-11 6.e ++ 

Rhozime 
A-4 7-3 ++ 

HT Proteg, 
lít ica 6.9 ++++ t razas 

Amilasa -
fungal 7.1 +++ t razas 

Hi drala--
sa D 7 .l+ trazas 

Hidrala-- · 
sa TP 6.9 trazas 

Ficina 5.2 +++ +++ ++++ 

Papa!na 5.1 ++ + ++ 

Bromelina 6.) trazas - + 

Tripsina 5.7 ++ + + 

Viokasa 5.8 ~+ + + 
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2.- ENZIMAS PROTEOLITlceS DE ORIGEN VEGETA 

{PAPAlNA). 

Composición de dos ablandadores de carne -

comerciales i 

Ablandador "ROSA BLANCA" 

Sal yodatada 

Glutamato monosÓdico 
(sazonador) 

Papa!na 

Proteínas hidrolizadas veg. 

Az'licar 

Ajo • 

.Ablandador 11 MC CORMlCK11 

Sal yodatada 

Dextrosa 

Papa!na 

Estearato de calcio 

La papaína es muy importante, ya que se -

usa extensamente en forma comercial como ablandador_ 

de carne. 

La papaína fUe el ¡;rimer miembro reconoc1 

do as la clase de las enzimas proteolit1caa que nec1 
sita un Jrupo sulfhidrilo libre para su actividad. -
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Otras enzimas pert enecient es a este grupo son1 quimi­

papaÍna, la cual puede ser aislada del látex de la p~ 

paya; la !icina, del árbol de higo; y bromelina, de -

la pifia. 

La papaína tiene una cadena polipeptÍdica 

com9uesta por 212 residuos de aminoácidos; y de su -

composición se puede calcular un peso molecular de -

23 350. 

A.- fROPIEDAPES FISICAS . 

a ) . - .PROPlEDAPES HlDROD lNAMIC¡\§. 

s 
20,.w 

-7 2 -1 
D (10 cm seg ) 

20,w 

v(ml/g) 

Relación Fricciona! (f/f ) 
o 

Punto lsoeléctrico pI 
1% 

Absorbancia A a 278 nm 
lcm 

Peso Molecular (S, D) 

Peso Molecular (sedimento) 

Peso Molecular (secuencia Aminoácidos) 

2.425 

10.23 

0.723 

1.16 

8.75 

25.0 

21 000 

23 700 

23 406 
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b).- PROPIEDAPES ESPECTROFOTOMETRIC A§ Y FLUO­

RESCENTE:;>. 

La papaína no contiene más grupos cromQ 

foros que sus aminoácidos constituyentes . Es r ica en 

t1rosina (19 r~siduos) y triptofano (5 residuos). La 

ionización de los ~rupos fenÓlicos de la papaína es -

compleja. La curva de la titulación para la i oniza-­

ción de l os &rupos fenÓlicos arr i ba de pH 12 es irre­

versible. Además, l a papaí na muestr a a pH may or de 

12 agregados y precipita a pH menor de 9.5, i ndicando 

cambi os totales en l a conformación de la molécula. 

Las propiedades fluorescentes de la pa~ 

pa!na han recibido considerable atenc i ón. El espectro 

de emisión de l a papaína se obtiene por excitac ión -­

a 295 n~, originado por los r esiduos de triptofano. 

c ) •• ESTí\BILIPAP· 

La papaína muestra una no usual alta es­

tabilidad a temperaturas elevadas a pH cercano al ne~ 

tro. · En valores de pH ácido (menor que 4), la papaí­

na es rápida e irreversible111ente inactivada a altas -

temperaturas. En pH fuertemente ácidos {menor de 2) -

ésta inactivación irreversible es extremadamente rápi 

da aún a 25ºc. 
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B.- PHOPIEP@ES ENZIViATIC@. 

a) • - ES.PEC 1F IC ID@. 

Los estudios de la especificidad de la pa-­

paÍna sobre una variedad de sustratos sintéticos,as! 

como polipéptidos naturales, han sido ampliamente r~ 

visados por Kimmel y Smitl:i. Se le incluye dentro del 

grupo de las prote.inasas (endopeptidasas) por la pr.Q 

piedad que posee de atacar las uniones peptÍdicas in 

t eriores de prote!nas y péptidos convirtiéndolos en 

aminoácidos, fragmentos más pequeños, de fácil abso~ 

ción. Específicamente hidroliza los grupos amido de 

los "'amido-sustituidos en arginina, lisina, glutami­

na, histidina, glicina y tirosina. Las amidas de 

eo{-N-benzoil-L-arginina y lisina son los más suscept1 

bles. 

Los enlaces peptÍdicos i~plicando el gru­

po ~-carboxilo del ácido glutámico son separados mu­

cho más rápidamente por papaína a pH 4 que a pH 7, -

i~dicando que influye el estado de i onización del 

~-carboxilo de la catálisis. 

La amplia variedad de enlaces peptÍd i cos 

hidrolizados ;,ior ,i&..t;Jaína pueden ser super ficialtnen-

té int~r¡)r~tndos como un bajo grado de e5pec1Hc1--
dad de la enzima. Si:1 embar go , l os estud i os de 
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Schechter y Berger han demostrado que los factores 

que gobiernan la especificidad de la papaína no -­

pueden ser detectados del exámen de su acción so-­

bre peque~os sustratos s intéticos o sobre peque~os 

péptidos escogidos al azar. Estos estudios fueron_ 
. , 

dirigidos al examen de l a premisa de que las endo-

peptidasas tienen un gran sitio activo el cual se 

extiende sobre muchos residuos de aminoácidos del 

sustrato, es decir, una enzima proteolÍtica es ca-­

páz de "reconocer" una gran porción de una cadena -

de péptido. De un estudio hecho por Schechter y 

Berger se concluyó que la papa!na tiene un sitio a~ 
o 

tivo extendiéndose sobre casi 25 A, el cual puede -

ser dividido en 7"subsitios" cada uno acomodado en 

los r esiduos de aminoácidos del sustrato. Los sub­

sitios están localizados en ambos ladas del sitio -

catalítico, cuatro sobre un lado y tres sobre el 

otro, como se ilustra, donde C es el sitio catalÍti 

co y el punto de ruptura del sustrato. 
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H N - P - P - P - P 
2 4 3 2 r 1 1 1 2 3 4 

p' - P' - P' - P' - COOH 

-

s s s s 
4 3 2 1 s' s' s' 

1 2 3 

"C" 
PAPAINA 

Por . su amplia especificidad, la papaína no 

ha sido usada comúlimente para la hidrólisis de pro-­

tainas y polipéptidos muy grandes en trabajos de se­

cuencia; sin embargo, ha sido de valor excesivo para 

la hidrólisis de péptidos de tamaño moderado, parti­

cularmente cuando éstos no contienen enlaces del tipo 

susceptible a tripsina, quimotripsina, etc. tan am -~ 

pliamente usadas. 

De todo lo expuesto anteriormente se puede 

concluir que la papaína tiene un gran efecto sobre la 

especificidad de los antígenos. Estos al ser desnatu­

ralizados por la enzima pierden su propiedad de combi 

narse con sus respectivos anticuerpos. 



l. 4 . - . :ETODOS PARA LLEVAR A CABO LA REACCION DE 

INMUN OPREC IP IT .4.C ION. 

Las técnicas de i nmunopr ec ipitación se ba-­

san en l a propiedad que tiene un antígeno en solución 

de formar un p~ecipitado con su respectivo anticuerpo 

11 in vitro 11 ,(desde luego, estas reacciones tambien se 

llevan a cabo 11 in vivo"), los métodos para realizar-­

los son varios y son: 

a) PRECIPITACION EN FASE LIQUIDA: MEZC LA EN TUB O O EN 

CAPILAR . 

Las pruebas de i nmunoprecipitación cualita­

tivas pueden efectuarse muy fácilmente mezclando antí 

geno con suero inmune. Estas pruebas se realizan ya 

sea en tubos o capi lares. Con objeto de eliminar el -

f enómeno de zona, generalmente se utilizan diluciones 

suficientes de antígeno para asegurar resultados posi 

tivos, que de lo contrar io fracasaría por inhibición 

en presencia de una concentración excesiva de ant!ge-

no. 

El utilizar capilares en lugar de tubos de 

ensaye tiene dos ventajas: gasta pocos reactivos y -

permite una apreciación semicuantitativa de la reac­

ción porque el precipitado se separa de la solución 

formando una columna de precipitado que se puede me-
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dir y c:onstituye un Índi ce de la cantidad de anti--­

cuerpo o antígeno presente en la zona de equivalen-­

cia ya que en esta técnica también se puede observar 

el fenómeno de zona. 

Entre las aplicaciones importantes de esta 

técnica está la detección de la Proteína C reactiva, 

en Química Legal, la identificación de la especie de 

que proceden las manchas de s~gre, en Microbiología 

para la identificación de antígenos bacterianos y la 

determinación de ant ropofagia y zoofilia en veétores. 

b) PRECIPITAClON EN FASE LIQUIDA . ,4NILLO DE INI;IBF#SE 

EN TUBO. 

Fue creada por Ascoli en 1902 y constituye 

una de las modificaciones para hacer más sensible -

la reacción de inmunoprecipitación. Suelen utilizarse 

tubos muy pequefos. Se colocan los reactivos de tal -

manera que no se produzca la mezcla, el suero inmune_ 

constituye la capa inferior y el antígeno la capa su­

perior. Se incuban los tubos a temperatura ambiente , 

o a 37°c, durante un plazo hasta de 4 horas. Puede o~ 

servarse la formación de un anillo visibie o una capa 

de precipitado en la interfase de suero y antígeno.El 

punto final, o sea el título, está representado por -

l a máxima dilución de antígeno que dá resultado posi­

tivo. Con es te método se reduce bastante la inhibición 
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por exceso de antÍgmo, por,-tue la difusión a nivel de 

la interfase brinda una zona proporciones casi Ópti-­

mas en la cual se producei la precipitación. Puede 

obtenerse resultado positivo con antígenos diluidos -

un millón de veces o más todavía. 

La aplicación de esta técnica es la misma -

que en el caso de mezcla simple. 

c) DlfUSIQN SIMPLE {OUDIN). 

En este método intervienen los fenómenos d! 

fusión y precipitación. Consiste en ¡:>reparar una me~ 

cla de agar (solución al 1.5% fundida y enfriada a 

50° C) con el anticuerpo purificado, o suero inmune , 

~a vez que se logra una buena mezcla de los reactivos, 

se coloca en un tubo del tama~o deseado y se deja en-­

friar para que solidifique el gel, se coloca después -

una capa de antígeno líquido~ Al difundir el antígeno 

liquido en el agar, se va diluyendo hasta alcanzar la 

concentración adecuada para precipitar con el suero -

inmune. 

El fenómeno de difusión que se observa en -­

és te metodo está expr esado por la primera Ley de Fick 

que dice: La can t idad de sustancia que difunde en una 

área (A) en un tiempo (t), es directamente proporcio-
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nal a la concentr ación e i nversamente ~roporcional 

a la distancia recorrida, donde el gradiente de -­

concentración o~ig inal va decreciendo en función -

del tiempo, aproximándose a cero. La expresión 

matemática de la primera ley de Fick es la siguien 

te: 

dq = -DA de dt 
ar 

Siendo: 

dq: cantidad de sustancia 

D: Coeficiente de difusión 

A: 
, 
are a 

de: cambio de concentración 

dx : cambio de distancia 

dt: cambio de t iempo 

d) DlFUSION DOBLE EN TUBO. 

Esta téc nica consiste en colocar en un t~ 

bo, una zona de azar entre el antígeno y el suero 

inmune, en este método los dos reactivos difunden a 

diferencia del de Oudin donde sólo un reactivo difun­

de. La mayor parte de las ventajas de la prueba de 

difusión simple se aplican también a este método. E~ 

tas dos Últimas técnicas tienen en la actualidad po-

\ 
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cas aplicaciones. 

e) DObLE DlFUSION EN fLACA (OUCHTEHLON'Y) 

Consiste en colocar en el seno de un gel de 

agar purificado, que se encuentra en una placa, o t1 

ra de acetato de celulosa, el antígeno y el anticue~ 

po, ambos elementos difunden en la capa de agar y 

cuando se encuentran, si se corresponden, se forma -

una banda de precipitación. Este método es muy Útil 

para reconocer cuando un antígeno está constitu!do -

por una mezcla de reacciones ya que forman frente a 

una mezcla de anticuerpos, varias bandas de precipi­

tación y cada una corresponde a una fracción antigé­

nica diferente. Si se ~ruaban varios antígenos dife 

rentes, pero que contienen una fracción común, las - . 

bandas de precipitación se unen, en las figuras si-­

guientes se observan los tres tipos de prec'ipitaciÓn 

posibles: 

o o 
~A 

o o 
·~~ 

Figura 3. Ai los antígenos del pozo superior precipi­
tan en una inea de fusión completa, que significa -
identidad completa de los antígenos. B, el espolón -
signif;ca que los antígenos superiores son 9arecidos, 
pero no identicos. el el cruzamiento de los arcos de 
precipitaciJn signif ca ~ue los antlgenos son diferen 
tes sin nin5una fracción común. 



Otra de l as aplicaciones importantes de 

este método, además de las antes mencionadas, es -

estudiar la pureza de muchos antígenos biolÓgicamen 

te activos, como enzimas,hormonas y otros componen­

t es celulares. Esta técnica también puede ser semi 

cuantitativa llevando a cabo diluciones de los anti 

genes. 

f) C ONTRAINMUN OELECTROFORES IS. 

Como el método de OUchterlony anteriormen 

te descrito pr esenta las desventajas de requerir 

de 24-48 horas para que se efectúe la reac ción y que 

mucho del antígeno as! como del anticuerpo se difun­

da en la zona en que no está el otro reactivo, lo 

que reduce la sensiblidad del método, se ha desarrQ 

l lado la contrainmunoelectroforesis también llamada 

electroforesis a contracorriente. Esta técnica con 

siste en someter a una corriente eléctrica el sist~ 

ma antígeno-anticuerpo para forzar a que todo el an 
tÍgeno migre hacia el anticuerpo impidiendo con esto 

l a pérdida de los reactivos. Al emigrar el antígeno 

y el anticuerpo hacia un sólo sentido aumenta la sen 

sibilidad del método. 

Una condición necesaria para que se reali­

ce la reacción por este método, es que el antígeno -



55 

mi cire hacia el ánod o ya que como el anticuerpo migra 

hacia el cátodo sólo de esta manera se lleva a cabo. 

Es entonces, es ta condición, también una desventaja 

del método ya que sólo se puede realizar la técnica 

cuando se cumple. 

g ) • INMUN OD IFUS ION RAD lAL. 

La inrnunodifusión radial se utiliza funda-­

raentalmente para la determinación cuantitativa de 

pr ote í nas plasm~ticas en sangre, orina, líquido cef& 

loraquÍdeo, etc. El método fué descrito originalmen­

te por Mancini, €arbonara y Heremans, y por Fahey y 

Me Lelvey en forma independiente. En ambos métodos -

se utilizan sueros monovalentes para el antígeno que 

se desee cuantificar que se incorporan al gel de agar 

purificado (o tira de acetato de celulosa), en horad~ 

cienes de un diámetro regular se coloca la · solución -

de antígeno medida exactamente; al cabo de una hora -

se forma un anillo de precipitado alrededor de la ho­

radación en que se colocó el antígeno, cuyo diámetro 
I 

es directamente proporcional a la concentración de -

éste, realizando esta prueba simultáneamente con es­

tándares se puede calcular la concentración del anti 

geno. Ya existen comercializadas las placas con el -

suero monovalente, y las soluciones estlnAar. Los 
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antígenos se dejan difundir en el seno de la placa 

durante 50-80 horas a temperatura ambiente o de --

4-12 horas a 37º c., se mide el diámetro de la zona 

de precipitación y se Jrafican estos datos contra -

la concentración de los estándares, obteniéndose 

así una curva de donde se extrapolan los resultados 

de los problemas. 

Esta t écnica se utiliza para la cuantifi­

cación precisa de un antígeno, pues permite detectar 

concentraciones tan bajas como 3;~g de antígeno por 

mililitro de suero, o también puede llevarse a cabo 

a la inversa con placas de agarosa conteniendo antí 

genos conocidos para cuantificar anticuerpos, pero_ 

ésto se hace sólo con fines experimentales. 

h). INM.UNOELOCTROFORESIS. 

Una modificación muy empleada en las · pru~ 

bas de precipitación en gel es la técnica de inmuno­

electroforesis. La palabra inmunoelectroforesis fué 

acuñada dos años des;:·ués de la publicación de los -

detalles del método, en 1953· 

La gran ventaja de la inmunoelectroforesis 

es que los antígenos de una mezcla se separan unos de 

otros de dos maneras, primero por electroforesis a 

través del gel de agar o acetato de celulosa, y más -
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t ar de por difusión doble en el gel. En este método 

(más aún que en los métod os de difusión simple,) -

la formación de un sólo arco de precipitina suele_ 

indicar la presenc ia de un antígeno único, o de un 

anticuerpo único, pues dos antígenos o anticuerpos 
1 

con la misma velocidad de difusión con frecuencia_ 

presentan diferencias electroforéticas. 

La electroforesis es el desplazamiento -

de partículas cargadas en un campo eléctrico. El 

rango de desplazamiento depende de la magnitud de -

la carga de cada partícula, la viscosidad del medio 

y otros factores, la intensidad de la corriente que 

i nfluye sobre el tiempo de separación. La partícula 

cargada está afectada por el pH, por los electroli­

tos y su concentración en el medio de suspenaión. 

Técnicamente, el método de inmunoelectro­

foresis consiste en colocar en un campo eléctrico 

una placa. de agar o acetato de celulosa·, conteniendo 

el antígeno puro o una mezcla, en un peque~o pozo -­

cortado en el agar o en una marca de la tira de ac~ 

tato de celulosa. Por las condiciones que requiere_ 

la electroforesis, para un corrimiento satisfactorio 

de las muestras es conveniente conocer de antemano -

@l canportamlento electroforét1co de los antigeno5 o 
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anticuerpos ~ue se están estudiando y considerar los 

factores ·antes mencionados como son el pH, la fuerza 

iÓnica, etc. Después de la electroforesis, se coloca 

en el agar, a todo lo largo de la placa de vidrio o 

del portaobjetos, en un surco el suero inmµne. Se 

inicia entonces la cbble difusión en ambos sentidos, 

y al cabo de un periodo de incubación a temperatura 

ambiente en cámar.a h~eda 20 a 24 horas, se forman -

zonas de precipitación como en la técnica de OUchte~ 

lony, correspondiendo cada banda de precipitación a 

un antígeno y su anticuerpo diferentes. 

La inmunoelectroforesis es muy Útil para 

separar los antígenos o anticuerpos y tiene un alta 

poder de resolución. Si se corre la inmunoelectro­

f oresis paralelamente con antígeno estándar, colo-­

cado en la otra mitad de la placa o. portaobjetos,se 

obtiene una imágen "en espejo" de la ó las bandas -

en cuestión para una identificación exacta e inclu­

sive su cuantificación, por medio de un integrador 

o bien por observac ión visual del problema o test,! 

go. 

Con este método se puede casi asegurar -

que un arco de ~recipitaciÓn Único significa un si~ 

terna antíieno anticuerpo único tamb1én. Deb1do a é1 
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to, este método se aplicó como ¡:>rueba crítica de -

pureza serolÓgica de antígenos o anticuerpos. 

i). ELECTROINMUNODIFUSION. 

Se utiliza en esta técnica una placa de 

gel de agarosa adicionada con el anticuerpo especi 

fico, o tira de acetato de celulosa impregnado con 

el anticuerpo, se cortan pequef'íos pozos en el gel, 

tres se llenan con el suero estándar y los demás -

con antÍJeno proulema. Se establece el paso de la 

corriente eléctrica conectando en los extremos de_ 

la placa, los electrodos positivo y negativo. La_ 

mi5raciÓn del antígeno se lleva a cabo en pocos mi 

nutos, desde 10 minutos a 60 minutos, dependiendo_ 

del antígeno de que se trate. El amortiguador y -

la intensidad de corriente que se a¡:>lique también -

depende del sistema que se esté estudiando. La le~ 

tura se lleva a cabo sobre fondo oscuro con ilumin~ 

ción lateral. Para evitar el fenómeno de zona se -

hacen diluciones del antígeno, dependiendo también_ 

del sistema que se esté estudiando. 

Este método tiene grandes ventajas: es -­

:nuy s im¡_Jle y rápido. P1l ·:!de ser cualitativo o cuant1 

tativo. Cuantitativo, ~ orque las zonas dP. preci~it~ 
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c i Ón ~ue se obtienen son directamente proporciona-­

les a la concentración. del antígeno. Otra ventaja, 

además de las antes mencionadas, es su sensibilidad 

ya que puede llegar a detectar hasta 300 ng/ml 

• • • • 
. . 
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MAIERlA.L y HETQDOS1 

E Q U l P O 1 

Agitador magnético con magneto 

Balanzas analíticas y ;ranatarias 

CentrÍfUga con cabezal y camisas para tubo de 50 ml 

Equipo Sietz para filtración, estéril 

Licuadora con vaso de 250 Ó 500 ml 

Liofilizad ora 

Potenciómetro 

Placa calentadora 

Baño de agua con temperatura regulada 

M A T E R I A L: 

Matraces erlenmeyer de 125, 200, 500 y 1000 ml 

Vasos de precipitado de 250 y 1000 ml 

~robetas de 100 y 1000 ml 

Pipetas de l ml y 10 ml divididas 1/10 

Pipetas capilares 

Embudos de 6 cm de diámetro de tallo corto 

Tubos de ensaye de 16 X 150 

Jeringas hipodérmicas de 2 ml con agujas No. 24 de l" 

y de l No . 20 de 2" 

J~.rinea hipoaérmiea oe 2C ml con aguja No. l7 de J" 
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Tu Jos de plástico para centrífuga de 50 m~ 

Termómetros 

Frascos vial con capacidad de 10 y 50 ml 

Cajas de plástico desechables de 10 cm de diámetro 

Cortador de metal de 5 mm de diámetro 

Tijeras de punta o rectas o bisturí 

Tabla para sujetar conejos 

Plantilla 
.. 

Papel filtro de poro grueso 

Gasa 

REACTIVOS BlOLOGICOS 

Sueros de cerdo, equino y bovino 

..í.dyuvante de Freund completo 

Carnes de cerdo, equino y bovino (muestras problema) 
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a) REACTIVOS ·~UIMlCCS Y SU i'REPARACl ON : 

SOLUCION DE GEL DE AGAR PURIFICADO. 

Amortiguador de Xichael is 1:10 

Agua bidestilada 

Agar purum 

Fenol en cr i stales 

10 ml 

90 ml 

1.5 g 

0.05 g 

Disolver la mezcla anterior en un baño de 

a¿ua a temperatura regulada (evitando ~l re i terado -

calentami ento). 

Agregar a esta solución l os cristales de -

fenol. 

Se r eparten en cantidades de 10 ml en tu­

bos de ensaye que se ~uardan t apad os a 4° C hasta 

usarlos. 

AMORT li1IJAPOR pE M ICH,},EI.IS. 

Dietil barbiturato de sodio 2. 943 g 

Acetato de sodio (trihidratado)l. 943 g 

Disolver en 100 ml de agua bidestilada, r~ 

cientemente hervida y enfriada a temperatura ambiente. 

A 8 volÚtnenes de ésta solución agregar 9.6 

partes de agua bidestilada. Ajustar ·e1 pH con 8.2 con 
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HCl O.l N. 

Diluir esta solución mezclando dos partes 

con una de agua destilada. La fuerza iÓnica de este -

amortiguador es de 0.1 

SOLUCION 0.1 N DS ,'\.ClDO CLORHID!UCO (HCl) 

Acido. clorhÍdrico conc. 

.Agua destilada 

9 ml 

1 000 ml 

Se disuelve el ácido en 500 ml de agua de~ 

tilada. Se completa la solución con los otros 500 ml -

de agua de~tilada. 

SOLUCION SALINA AMORTIGUADA CON BORATOS. 

A.i·:OHTIGUADOR DE BORATOS pH; 8.4-8.5 

Acido bórico (H3Bo3) 6.184 g 

Cloruro de sodio (NaCl) 

Disolver en agua bidestilada cbp. 1000 ml 

9.536 g 

4-384 g 

Preparar 8 litros de solución salina isotÓn1 

ca. A esta solución agregar 4oc ml del amortiguador de -

bcr atos. La solu~iÓ~ finAl ~~ la solución salina amor•• 
tiguada con boratos. 
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SOLUCION S11.LINA ISOTONICA. 

Cloruro de s odio 

Agua bidestilada 

e.5 g 

1000 ml 

Disolver el cloruro de sodio en el agua -­

bidest ilada. 

SOLUCION 2 N DE HIDROXIDO DE SODIO (NaOH). 

Hidróxido de sod io 80 g 

Agua· destilada 1000 ml 

Disolver el hidróxido de sodio en el agua destilada. 

SOLUCION SATURADA DE SULFATO DE . .AMONIO (N!ii+)2SC\+•-

Sulfato de amonio 535 g 

Agua destilada 708 ml 

Disolver el sulfato de amonio en el agua destilada.­

(debe quedar una capa de sal sin disolver). 

b) REACTIVOS BIOLOGICOS Y SU PREPAijAClON, 

ADYUVANTE DE FREUND (COMPLETO).-

10 ml de adyuvante de Freund 

40 mg de bacilos tuberculosos muertos 
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En una zona estéril se le adicionan al adyuvante -­

los bacilos. 

f'REP@ACION DE LOS WTI¡[ENOS (SITEROS HETEBffi,Qt1QS E~ 

.l'ERILES DE CERDO, BOYINO Y EQUINO.) 

1.- Mediante la jeringa de agu ja del No.17 se tomó 

por punción v.enosa 40 ml de sangre de cerdo, -

equino y bovino y se colocaron 20 ml en cada -

tubo de centrifuga de 50 ml. 

2.- Se dej aron coagular las sangres de las tres es­

pecies y mediant e un aplicador de madera se se­

pararon los coágulos de las paredes de los tu-­

bos. Se centrifugaron durante 30 minutos a 

3 000 r.p.m. 

3.- Mediante una pipeta de 10 ml con un bulbo de hy 

le adaptado, se separaron los sobrenadantes y -

se pasaron a matraces erlenmeyer de 100 ml. 

4.- Se esterilizaron los sobrenadantes por filtra-­

ciÓn en filtro Seitz co.n material filtrante 

EKS-1, aplicando sólo un vacío ligero, para ev! 

tar que se formara espuma en 81 filtrado esté-­

ril. 
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5. - ~ ¡·ab .. . )ando eri condiciones de esteri lidad , se -­

~')mó r~cn unu pipeta de 10 ml, dividida en 1/10 

est é:·il , cada fil trado y se colocó l.O ml en -

uno de los frascos vial con t apón de hule per­

forable, estéril y el r esto en un segundo fras~ 

co. 

6.- Se adic ionó al pr imer frasco de cada suero 

9.0 ml de solución salina isotónica estéril y 

se me zc ló. Estos antígenos tuvieron una concen­

tración de 1110 para las primeras inyecciones -

endovenosas al conejo. El filtrado sin diluir -

de cada suero se utilizó para las otras inyecci,2 

nes , tanto las intramusculares como las intrave-

nosas. 

7.- Los filtrados, tanto dilu!dos como concentrados, 

se conservaron en retr.igeración. 

PREPARACION DE LOS SUEROS ANTI-BOVINO, ANTI-E9UINO Y 

ANTICERD01 

l.- Se utilizaron dos conej.os para ~a preparación de 

cada suero anti-especie, llevándose a cabo el eL 

quema de inmunización en la forma siguientes 
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ler. Día 0.5 ml del suero Intramuscular 

0.5 ml adyuvante de Freund 
completo 

80. día l,O ml suero 11 

1. O ml Adyuvante Freund 
Completo 

150. dÍa 0.2 ml de suero dilu!do 1:10 endovenosa 

160. día 0.5 ml de suero diluÍdo l:lO ... 

170. d!a 1.0 ml de suero diluÍdo 1:10 11 

180. d!a 0.2 ml de suero 11 

190. dÍa 0.5 ml de suero 11 

200. dÍa 1.0 ml de suero " 

2.- Al terminar el esquema de imnunización, se deJa~­

ron descansar a los conejos una semana y se lleva 

ron a cabo las sangrías de prueba que cons1st1e-­

ron en tomar 2 ml de sangre por punción en la or~ 

ja , de cada uno, se deJÓ coagular, se separaron -

los sueros y en ellos se investigaron .la presen-­

cia de anticuerpos por el método de OUchterlony. 

).- Como los resultados en el primer intento dieron -

negativos, se procede a aplicarles 2 dosis más de 

suero de 3 ml cada ~na, a cada coneJo, por vía 

intraperitoneal a intervalos de una semana entre 

la primera y 18. segunda, 



69 

4.- Se dejaron descansar a los conejos de 4 a 5 días. 

5.- Se repitieron las sangrías de prueba y al repeti~ 

se los resultados negativos se desecharon los co­

nejos y se comenzó de nuevo la técnica, con otros 

conejos. 

6.-

7.-

La investigación de anticuerpos por la técnica de 

Ouchterlony rué satisfactoria, después de un re--

fuerzo (ver punto 3 de esta técnica). 

Se procedió a tas sangrías de cosecha consisten--

tes en extraer por punción cardiaca 50 ml de san­

gre, se coloc~on en tubos de centrífuga dejando 

coagular la sangre y se centrifugaron a 3000 r.p.m. 

durante 30 minutos. 

8.- Mediante el uso de pipetas se separaron los sue-­

ros y se midieron los volúmenes obtenidos, aproxJ. 

madamente fueron 30 ml lo que se obtuvo de cada -

suero. 

DOBLE INMffiWDIF'USION EN PLAC~ (TE·.'.':NICA DE OUCHTERLONY). 

TECNICA.: 

1.- Se colocó una caja desechable de plástico en una -

superficie perfectamente nivelad~, y §~ d~pog itÓ 
en el fondo 10 ml de agar fundido. 
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2. - Se tapó la caja y ya solidificado el agar se -­

guardó en r efrigerador por 10 minutos. 

J.- Con un cortador de 5 mm de diámetro, se practi­

caron cortes en la caj a de acuerdo al siguiente 

esquemas 

ciUERO INMUNE 
(anticuerp s) 

Fi gura 2. Placa para in:nunodifisuón por Técnica de 

Ouchterlony, donde se muestra la forma en que se -

hicieron los pozos y la aplicación de las muestras. 
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Para facilitar la ejecución de los cortes se tra­

zó un esquema con las medidas reales en una hoja 

de papel milimétrico colocándola debajo de la ca 

ja con gel. 

4.- Después de hacer los cortes se extrajo el gel 

de agar de los mismos, mediante un aplicador 

de madera con la punta rota. 

5.- M.ediante una pipeta capilar se colocó en la ho­

radación del lado i zquierdo una gota del suero_ 

que contiene los anticuerpos (suero inmune) a -

manera de llenar el pocito, pero sin derramar -

su contenido. 

6.- En los pozos de la derecha se pusieron los anti 

genos. 

7.- Se guardó la caja tapada a temperatura ambiente 

24-48 horas al cabo de las cuales se leyeron 

los resultados. Se consideró como resultado p~ 

sitivo la presencia de una o varias bandas de -

precipitación definidas y como resultado negat1 

vo la ausencia de dichas bandas. 
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PRUEBAS DE ESPEClFlCJ.PJ\D • 

1.- Usando la técnica de Ouchterlony se probaron 

cada suero inmune obitenido en conejo con los 

sueros de las otras especies , con el objeto de 

probar Si no haoÍa rAacciones cruzadas , de 

acuerdo al siguiente cuadro & 

ANT I GEN OS ANTICUERPOS REACClON 
(SUEROS) (SUEROS INMUNES) 

Equino .iUlt i-porcino + 

Equino Anti-bovino + 

Por cino Anti-equino + 

Porcino Anti-bovino ... 

Bovino Anti- equino ... 

Bovino Anti-porcino + 

2.- Debido a que hubo cruzamiento entre ·las especies 

utilizadas, se tuvieron que absorber los sueros_ 

iruntines para eliminar los anticuerpos comunes,ya 
/ 

que la presencia de reacciones cruzadas entre 

los sueros ocas i onar!an errores en las determin~ 

cienes para identificación de las especies. 
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ABSORCION DE LOS SUEROS AN'l'IESFECIE OBTEHlDüSa 

Una vez obtenidos los sueros anti-especie 

fu¿ necesario absorberlos, es decir·, hacer reaccionar 

el suero inmune con los sueros de las otras especies 

con el objeto de eliminar anticuerpos comunes ya que 

la presencia de éstos en los sueros imnunes causaría 

reacciones cruzadas. 

Las reac ciones cruzadas consisten en que 

el suero anti-especie estudiado presenta reacción in­

mune positiva con otra especie por la presencia de -­

los anticuerpos comunes, ·antes mencionados, a ambas -

especies. 

TECNICA: 

1.- Se midieron partes iguales de suero anti-bovino -

obtenido de los conejos, técnica anterior, suero 

equino y suero porcino, se mezclaron i calenta--

ron a 37º c., dos horas. 

2.- Se guardó en refrigerador la mezcla anterl. or, du-

rante 18 horas. 

3. - De esta manera quedó ab.sorbido el suero anti-bo­

vino. La absorción de los sueros anti-equino y :.. 

anti-porcino se realizó en la misma forma que --
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el anterior, tomando como reactivos para la ab­

sorción del suero anti-equino, suero bovino y 

porcino y en el caso del suero anti-porcino, -

se tomaron suero equino y bovino. 

fosteriormente se procedió a la purif! 

caciÓn de les sueros anti-especie absorbidos. 

PURIF ICACION DE LOS SUEROS A.llJTIESrECIE, PRF..ClPITAClON 

DE LA ~ GLOBULINA CON SULF.\TO DF. AMONIO. 

En este método se ;;>recipitó a la :l globulina 

mediante la adición de solución saturada de sulfato de 

amonio a tener una concentración de la mezcla de 1/3 

de saturación. Esta precipitación se realizó 3 veces 

con lo que se logró tener a la globulina con un grado 

bastante alto de pureza, el sulfato de amonio se eli­

minó mediante diálisis contra solución salj,na amorti­

guada con boratos. El producto resultante de éste ;é­

todo de purificación íué una mezcla de todos los ant1 

cuerpos contenidos en el . suero, pero libres de las di, 

más proteínas que constituyen el suero. 

TECNICA: 

l.- Se colocó en un vaso de precipitado de 150 ml los 

5D ml de suero inmuné 4b~orbido. Sa colocó el ma¡ 
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neto dentro del vaso y éste sobre el agitador 

magnético, se ajustó la velocidad de la agit~ 

ciÓn para que no hubiera formación de espuma 

y se adicionó gota a gota 25 ml de solución_ 

saturada a temperatura ambiente de sulfato de 

amonio. Al principio el precipitado que se 

formó se redisolviÓ inmediatamente, la adición 

de otra gota de la misma solución se agre5Ó 

hasta que el precipitado se hubo redisuelto 

completamente. Posteriormente el precipitado -

fué ya persistente pero la adición de la solu­

ción de sulfato de amonio se siguió haciendo -

gota a gota, de lo contrario quedarían englob~ 

das en el precipitado otras proteínas además -

de la iglobulina. 

2.- Cuanio se terminó de adicionar la solución de su¡ 

fato de amonio se ajustó el pH de la suspen&iÓn -

a 7.8 mediante la adición de solución de NaOH 2 N. 

J,- Se continuó con la aJitaciÓn magnética durante 2 Ó 

3 horas para eliminar mecánicamente las proteínas 

que hubieran quedado englobadas en el precipitado 

de globulina. 

4.- Se centrUugÓ la suspensión a temperatura ambien-

t e durante 30 minutos a 3 000 r.p.m. 
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5.- Se decantó y desechó el sobrenadante. Se disol­

vió el precipitado en el volumen original 

(50 ml) de solución salina isotónica. 

6.- La pruficación de la lglobulina se logró median 

te dos preoipitaciones más; para la segunda se -

repitieron los pasos del 1 al 5 y para la terce-

ra se repitieron los pasos l y 4. 

7.- Se disolvió el precipitado obtenido en la terce-

ra precipitación en la mitad <l el volúmen origi--

nal (25 ml) de solución amortiguada oon boratos. 

8.- Se eliminó el sulfato de amonio mediante diálisis 

contra solución salina amortiguada con boratos y 

se cambió esta solución tres veces al d!a durante 

4 días hasta que el dializadodiónegativa la rea~ 

ciÓn de sulfatos. 

9.- Al término de la diálisis se pasó el dializado a 

un tubo de centrífuga de plástico, de 50 ml, y -

se centrifugó a 4° c. durante 30 minutos a 

3 000 r.p.m. Esta centrifugación tiene como obje­

to eliminar algunas partículas insolubles que se 

formaron durante la diálisis. La solución resul­

tante presentó sólo una ligera opalescencia. 
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10.- A la lglobulina purificada obtenida se liofil! 

zó para concentrarla. 

Nota:- Este método se llevó a cabo para los tres su~ 

ros antiespecie obtenidos. 

LIOFILIZACION DE LOS Str"~OS ANTIESPECIE ABSORBIDOS Y 

PURIFICADOS. 

TECNICA: 

1.- Se midieron volúmenes iguales de los sueros (5 ml) 

y se pasaron a frascos vial. 

2.- Se congelaron los sueros en la mezcla hielo seco-­

acetona. 

La congelac i ón se hizo en forma de capa. 

3.- Se conectaron los frascos a la liofilizadora y se 

procedió a liofilizarlos, durante 12 horas aprox1 

madamente. 

Una vez liofilizados ·se proceci.iÓ a rehidr!!, 

t ar 3 frascos, uno de cada suero inmune, en la mínima 

cantidad de agua con el fin de probar su potencia 

(para fines de este traba jo, la potencia mínima que -

se requiriJ fuJ de 1: 1 óCC). 
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Ya rehidratados los sueros, se les adi­

cionó conservador. 

PRUEB.l DE POTENCIA DE LOS ~1JEROS ANTlES?ECIE POR 

TECNICA DE OUCHTERLONY. 

TEO'NICA: 

1.- Utilizando la técnica de Ouchterlony, se proba­

ron los sueros anties ¡:iecie con sus respectivos 

sueros diluÍdos 1:10, 1:100, 1:1 000. 

2.- Los sueros di eron reacción positiva con los su~ 

ros respectivos. 

Los sueros entonces ya se pudieron ocupar 

para los fines determinados para este trabajo. 

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE TEJIDO MUSCULAR DE 

ORIGEN EQUINO, BOVINO Y PORCINO. 

TECNlCA: 

1.- Mediante un cuchillo se eliminó toda la grasa y 

aponeurosis de un trozo de tejido muscular de -

cada una de las tres especies. 
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2.- Se cortaron trozos de 20 gramos. 

J.- (Paso exclus ivo para la carne tratada con ablan­

dador y calor: Los trozos de 20 gramos se rebana 

ron finamente y se es ~olvorearon con ablandador, 

ver técnica posterior; los pasos siguientes son 

comunes para los dos tratamientos, con calor o 

con calor y ablandador). 

4.- Cada trozo, por separado, se pasó a un vaso de -

licuadora. Se adicionó solución salina isotónica 

a tener la proporción de una parte de tej ido mu~ 

cular por dos de solución y se trituró durante -

unos 5 minutos, hasta que el tejido estuviera 

bien triturado. 

5.-

6.-

Se pasó el tejido triturado a un matraz erlenmeyer 

de 125 ml, se dejó en r efrigeración durante 24 ho-

ras con el objeto de extraer las proteínas. 

Se filtró la mez cla en un embudo conter.iendo 3 ca-

pas de gasa, exprimiendo ésta al final, esto se h1 

zo con el fin de eliminar las partículas gruesas y 

en seguida se filtró por papel ~rueso. 

7.- El filtrado obtenido se 

nica siguiente). 

téc-
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8.- Se procedió a filtrar nuevamente el filtrado 

tratado por papel grueso. 

9.- Con el filtrado obtenido se realizaron las prue­

bas de Ouchterlony. 

10.- Nota: al mismo tiempo se prepar6 \Ul filtrado te~ 

tigo de la misma forma que el filtrado problema; 

pero éste sin .tratar (con calor o con ablandado­

res y calor). 
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ESTUDIO DE LAS DlFERE11TES T&,;PERATURAS SOBRE EL TE­

J IDO MUSCULAR DE LAS CARNES DE PUERCO, EQUmo y BO­

VINO. 

TECNlCA: 

1.- Una vez obtenidos los filtrados, se procedió a -

tratarl<;>s con diferentes temperaturas conforme -

al siguiente cuadro: 

PORC ION (Nos. ) TEMPERATURA (ºC) TIEMPO (min.) 

1 (testigo) 

2 50 .30 

.3 60 .30 

l+ 60 60 

5 70 30 

6 70 60 

7 70 75 
8 70 90 

9 80 30 

2.- Después del tratam iento anter i or se siguió con la 

técnica anteri<;>r de preparación de extractos. 
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J.- El paso 9 se llevó a cabo 2 veces con los mis­

mos filtrados con el objeto de que el resulta­

do obtenido fuera más confiable. 

4.- El tratarn iento a diferentes temperaturas (ver -

cuadro anterior) se llevó a cabo por segunda -­

vez para corroborar resultados con el primero. 

USO DE LOS ABLANDADORES Y ACCION DE ESTOS SOERE LA 

CARNE. 

TECNICA: 

1.- Se cortaron pequeños trozos de carne de 20 gra-­

mos cada uno, se rebanaron finamente. 

2 . - A ca<la fina rebanada se le espolvoreó ablandador . 

y se le dejó actuar 10 minutos. 

J . - Se lavaron perfec tamente al chorro de la llave -

durante 15 minut os, aproximadamente. 

4 . - De aquí en adelante, se siguieron todos los pasos 

de la técnica anterior (Sstudio de las diferentes 

t emperaturas sobre el tej :'...do muscular de las ca¡: 

nes de puerc o, equino y bovino.) 

Nota¡- B~ iwpor~~n~~ hacer notar que las tres técni-

• 
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cas anteriores .se llevaron a cabo con las 

tres especies antes mencionadass equino , 

porcino y b9Vino. 

• • 



C A P 1 T U L O 111 

R E S U L T A D O S 

Y D l S C U S 1 O N • 
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R E S U L T A D O S 

a) EFECTOS DE LA TEH.PERATURA SOBRE EL TEJIDO MUSCULAR 

DE ORIGEN EQUINO, BOVINO Y PORCINO: 

TABLA NO. 1 

Pí.,RCIONES TEMPERATURA TIEMPO RESULT.IDOS 

• (Nos.) (O C) (Hin. ) E~UINO BOVINO 

1 + + 

2 + + 

3 50 30 + + 

~ 60 60 + + 

5 70 30 + 

6 70 60 + 

7 70 75 

8 70 90 

9 80 30 

PORCINO 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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b) EFECTOS DE LOS @LAND@ORES DE CQ.RNE SOBRE El,. 

'¡EJIDO MUSCUL@ DE @GEN EQUINO. BOVINO Y PQRCINOI 

TáBLA NO. 2 

PORCIONES T~..MPERATURA TIF..MPO Rg~!DiiI&l os 
(NOS.) cºc )' (M1n) EQUINO BOVINO PORCINO 

1 + + · + 

2 50 30 .¡. + + 

3 60 30 + + 

4 60 . 60 + 

5 70 30 

6 70 60 

7 70 75 

8 70 90 

9 80 30 

• 
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D lJCUSlON. 

1.- La temperatura desempefta un importante papel en 

la especificidad inmunológica de las especies , 

de cerdo, bovino y e~uino que fueron las estu-­

diadas en el presente trabajo, observando que -

la especie equina tiane una mayor r es istencia a 

la temperatura que la da cerdo o bovino ya que 

la reacción en la especie equina diÓ positiva -

hasta 70°c, 60 mi nutos ; SiJuiendo la porcina, -

70º e, 30 minutos, siendo la especie bovina la 

más sensible a los efectos de la temperatura ya 

que sólo hasta 60º e, 60 minutos; diÓ po~itiva la 

reac.:.:ión. 

2. - El efecto de los ablandadores tar~ bién es un fac­

tor importante sobre la especificidad inmuno1Óg1 

ca de las especies. 

La acción de éstos es mayor en el caso de la es­

pecie equina ya que sólo hasta 5ooC, 30 minutos 

diÓ positiva la reacción de 1nmunoprec1pitación; 

la especie porcina hasta 60° e, 30 minutos y la 

menos sensible a la acción de los ablandadores -

fué la bovina donde la reacción rué positiva a -

6ooC, 60 minutos. 
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J.- La acción de los ablandadores a distintas tem­

peraturas sobre la especie bovina no tuvo efe~ 

to ya que los resultados fueron los mismos con 

la acción de la temperatura, sola, dando en 

los dos casos la reacción positiva hasta 

60° e, 60 minutos. 



CAPITULO IV 

R E s u M E N y e o N e L u s I o N E s 



es 

¡\f. SU M EN. 

Para ~oder estudiar cómo afectan los -­

~rocesos de cocción y el trata~iento de ablandadores 

la identificación de diversas especies animales ta-­

les como bovina, equina y porcina, por el método de 

inI!lunopreci~itaciÓn en gel (Técnica de OUchterlony), 

fue necesario preparar los sueros inmunes de las tres 

especies antes mencionadas y los extractos de las mi.§. 

mas especies. Los extractos tratados con diferentes -

temperaturas y otros con ablandadores y diferentes 

t e:nperaturas. 

Para la :lrc ¡Jaración de los sueros imnunes 

adecuados para poder llevar a cabo satisfactoriamente 

las r eacc iones de inrnunoprecipitaciÓn se tuvieron que· 

seguir l os siguientes pasos: 

1. - Es terilización de los sueros de cerdo, equino y -

bovino, que constituyeron los antígenos. 

2.- Se inmunizaron a conejos con los antígenos; usando 

dos conejos para cada suero. Debido a que la reac­

c ión de identificación de anticuerpos diÓ negativa 

al final del r-;squeu;a, fué necesario dar refuer ~ os; 

pe¡ o l~ re~cción aún fue n~$ativa 1 por los que se 

desecharon los conejos y se volvió a llevar a ca-
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bo el esquema de i r,munización con nuevos cone­

jos, al final del cual las reacciones de iden­

tificación de anticuerpos fueron positivas. Se 

procedió a sangrar a los conejos para obtener 

los sueros inmunes. 

3.- Se llevaron a cabo pruebas de especificidad, -

detectando anticuerpos comunes en los sueros -

inmunes obtenidos. 

4.- Posteriormente se absorbieron los sueros inmu­

nes, haciendo reaccionar el suero inmune con -

los sueros de las otras especies, con el obje­

to de eliminar los anticuerpos comunes a ambas 

especies. 

5.- Se purificaron los sueros por la técnica de pr~ 

cipitación de la ) globulinn con sulfato de amo­

nio. 

6.- Se liofilizaron para concentrar los anticuerpos. 

7 .- Se midió potencia d.e cada suero inmune, consid~ 

rando como mínima una potencia de 1: 1 000. 

La identificación, especificidad, pur~ 

za y potencia de los sueros inmunes se realizaron -

por la téi;;n1c~ Q.e Quchterlonr de inmunodifusión en 

gel. 
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De esta manera, se tuvieron listos los 

suer os iru.1unes (anticuerpos), 

Para la preparación de los extractos de 

carne (antígenos) se si~uieron los siguientes pa~oss 

l.- Se tomaron porciones pequeñas de tejido muscular 

de cada especie animal. Se molieron con solución 

salina isotónica. Se dej ar on reposar en refri-­

gerador 24 horas. 

2.- Cada uno de estos extractos se trataron con di-­

ferentes temperaturas. 

3.- Otras porciones de carne se espolvorearon con 

ablandador, dejándolo actuar por un determinado 

tiempo y a diferentes temperaturas, se enjuaga­

ron y después se si ~uió la misma técnica que Pa 

ra las otras porciones. 

4.- Cada muestra tratada se hizo reaccionar con el -

suero irunune (preparado anteriormente) por el mi 
todo de inmunoprecipitaciÓn en gel, técnica de -

Ouchterlony, haciendo l .as pruebas por duplicado, 

considerando la presencia de una o varias bandas 

de precipitación definidas como resultado posit! 

vo y la ausencia de éstas, r , sultado negativo. -

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 
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En la especie equina, la prueba de -

inuiunoprecipitación diÓ positiva debido a la 

acción de la temperatura a 70º e, durante 

60 minutos; la reacción diÓ positiva en la -

bovina hasta 60º e, 60 minutos y por Último_ 

la porcina diÓ positiva hasta 70º e, 30 min~ 

tos. Los resultados debido al efecto de los 

ablandadores de carne sobre el tejido de las 

diferentes especies diÓ como sigue: la equi­

na diÓ reacción positiva hasta 50° e, 30 mi­

nutos; la bovina a 60º e, 60 minutos y la 

porcina hasta 6o0c, 30 minutos. 



92 

CONCL U 510NE3 

l.- La técnica de irununoprecipitaciÓn en gel, técni 

ca de Ouchterlony, entre ot ras técnicas irununo­

lÓgicas, es una ayuda valiosa en la identifica-
, . 

cion de especies animales; pero debido a que la 

temperatura y los ablandadores tienen un efecto 

importante sobre su especificidad será necesa--

rio tomarlos muy en cuenta , siempre que se de-­

see identificar l as especies: 

a) De este estudio se desprende que las determ1 

nantes anti5énicas de l a carne equina son 

inhibi.das si el producto se somete a 70º C , 

75 minutos; la bovina a 70º e, durante 30 mi 

nutos y la porcina a 70° e, durante 60 minu-

tos. 

b) Pór lo que respecta a los ablandadores se ve 

claramente que aceleran ·la desn·aturalización 

de las proteínas; asi la carne equina some-­

tida a 60º e, durante 30 minutos y la porci­

na a 60° e, durante 60 minutos ya no dieron 

reacción positiva. En tanto que no tuvieron 

efecto sobre la desnaturalización de la ca¡, 

ne bovina. 
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2.- La identificación de las es~ecies c on sueros 

preparados como a'qu:! se describe, se deberá 11~ 

var a cabo cuando las carnes e stén crudas, no -

as:! cuando estén c ocidas ya que la reacción da­

rá negativa. La carne podrá proceder de embuti­

dos u otros productos. 

3.- Un estudio posterior podr:!a ser la investigación 

de especific idad de las carnes asadas o fritas -

donde la acción de la tem~eratura no es uniforme 

pudiendo haber partes crudas o semi-crudas, so-­

bre todo en el interior, cuando los trozos son -

gruesos, y que por lo tanto pudieran dar reacciQ 

nes positivas con sus r e spec t ivos anticuerpos. -

As:! como también el e studio de carnes cocidas em 

pleando sueros inmunes obtenidos con antígenos -

s omet id os a las misma s temperaturas para evaluar 

su efic acia. El presente trabajo sentaría las -

ba s es de estos estudios posteriores. 
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