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RESUMEN . La yema de huevo de gallinas puede ser utilizada como una fuente
de anticuerpos, pero los lñpidos presentes en ella pueden interferir la actividad
de los primeros, por esta razón, deben ser purificados de ella . Se conocen mu-
chos métodos de purificación que pueden ser utilizados para obtener anticuer-
pos de pollo a gran escala . La posibilidad de purificar grandes cantidades de
anticuerpos es de interés particular para la administración oral de anticuerpos
especñficos para prevenir infecciones bacterianas y viral .es, especialmente,
diarreas en viajeros, ademís de su uso también, en la prevención de estas enti-
dades bacterianas y otras similares provocadas por rotavirus en diversos mode-
los animales entre las que se encuentran infecciones por Escherichia col• en
conejos y puercos neonatos y caries dentales en ratas entre otras muchas . En
este trabajo se reporta un método rípido y fícil de obtener Inmunoglobulina Y
control a partir de yemas de huevo de gallinas no inmunizadas . El método con-
siste en la precipitación de los lñpidos de la yema con agua destilada estéril
acidificada como primer paso en la obtención de la totalidad de las proteñnas
solubles presentes en ella . Posteriormente, se realizan tres etapas sucesivas de
precipitaciones salinas . La primera con sulfato de amonio y las dos restantes
con sulfato de sodio, las cuales rinden finalmente, un preparado de IgY con
elevado grado de pureza comprobado por electroforesis en gel de poliacrilami-
da. Con el método se recupera aproximadamente el 30 % de toda la inmu-
noglobulina presente en los sobrenadantes iniciales delipidados de la yema . La
inmunoglobulina obtenida fue identificada por técnicas de inmunoprecipitación
y puede ser utilizada como proteñna control en laboratorios donde se desarrolle
la tecnologña de producción de anticuerpos policlonales en aves, ademís de cons-
tituir un preparado útil para su uso en posteriores trabajos de caracterización y
estructura.

ABSTRACT . Crude egg yolk may be used as an antibody source, but the lipids
in the yolk may interfere with the antibody activity . Therefore, antibodies are
usually purified from the yolk . There are several published purification meth-
ods that can be used for large-scale purification of chicken antibodies . The pos-
sibility of purifying large amounts of antibodies is of particular interest for oral
administration of specific antibodies to prevent bacterial infections as travel-
lers' diarrhea and other viral infections as rotavirus diseases . Lately, oral ad-
ministration of egg yolk antibodies has also been successfully used for the pre-
vention of bacterial infections in animal models . It has been used to prevent
rotavirus infection in mice, Escherichia coli infections in rabbits and piglets,
and caries in rats . A rapid and easy method to obtain control IgY from egg yolk
of non-immunized hens is reported here . The principle of the method is lipidic
precipitation of yolk using acidified water as the first step to obtain the whole
soluble proteins of yolk, and later three steps of saline precipitations with am-
monium sulphate (one step) and sodium sulphate (two steps) respectively. With
this method it was obtained IgY highly pure as shown by SDS-PAGE . Approxi-
mately 30 % of total immunoglobulins present in initial delipidate's superna-
tants was recovered. The immunoglobulin obtained Was identified by immun-
odiffusion techniques and can be used as a control protein inlaboratories which
develop the technology of production of avian polyclonal antibodies besides
being a sample to be used later in works of characterization and structural studies.
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INTRODUCCION

La yema de huevos de aves estí
reconocida como una excelente
fuente de anticuerpos especñficos .
Su inmunoglobulina, denominada
IgY,' difiere de la IgG de mamñfe-
ros por su mayor peso molecular
(180 kD), punto isoeléctrico (mís
acñdica), en su capacidad de unión
con el complemento de mamñferos
y a la proteñna A (no se une a ningu-
no de estos elementos) á2 La IgY es
conocida también como gamma
livetina y existe en la yema del hue-
vo junto con otras dos proteñnas so-
lubles, alfa livetina (albúmina sérica
del pollo) y beta livetina (alfa 2
glicoproteñna)' 2,3 ademís de varias
lipoproteñnas (LDL, HDL), las cua-
les son los componentes principales
de la yema .

Las ventajas que ofrecen las in-
munoglobulinas de la yema de hue-
vo sobre la producción convencional
de anticuerpos estín bien estableci-
das 4'5 Estas incluyen la potenciali-
dad de producir mís anticuerpos es-
pecñficos contra antñgenos de mamñ-
feros dada la distancia filogenética
que existe entre ellos ;' su costo in-
ferior 7 y su mayor compatibilidad
con las regulaciones modernas de
protección animal.1 Ademís, la pro-
ducción y mantenimiento de eleva-
dos niveles de anticuerpos es relati-
vamente fícil sao

Se han utilizado muchos méto-
dos para el aislamiento y la purifica-
ción de irirñ¡iió'glóbul ri 'de yemas
de huevos.de aves, 2 s,5, u-I.,6 sin embar-
go-,gestos métodos , no han sido muy
adecuados,,:por ser tediosos y costo-
sos .2," Elprocedimiento de selección
para la preparación de inmunoglo-
bulinas de yemas de huevos no solo
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debe abarcar reactivos que permitan
el uso en alimentos, sino que debe
ser simple, fícil de escalar y aun cos-
to efectivo .

Hatta en 1988, utilizó alginato de
sodio grado alimentario para recupe-
rar IgY en la fracción soluble en agua
de la yema del huevo. Kwan en 1991,
utilizó agua parar fraccionar esta
porción soluble de los componentes
insolubles de la yema, reportando
hasta el 90 % de la actividad inmu-
nológica de la yema en la fracción
soluble en agua. Estos elementos
deben tenerse en cuenta para selec-
cionar un método de purificación de
IgY La primera etapa para su aisla-
miento consiste en la separación las
proteñnas solubles en agua de las
lipoproteñnas y debe tenerse en
cuenta que la yema del huevo con-
tiene otros elementos importantes
activos biológica y funcionalmente
con diversas aplicaciones en las in-
dustrias alimentaria y farmacéuti-
ca .

Los métodos mís recientes re-
portados para el aislamiento prima-
rio de la IgY emplean procedimien-
tos de dilución en agua4,5 y constitu-
yen métodos rípidos, simples y efi-
cientes y permiten la separación de
esta con elevada actividad tanto
como otros componentes importan-
tes de la yema del huevo (ejemplo
fosfolñpidos) .

Con estos antecedentes este tra-
bajo se propuso obtener una prepa-
ración pura de IgY para su uso como
proteñna control en toda la tecnolo-
gña de producción de anticuerpos
policlonales especñficos en yema de
huevo y la valoración de su factibili-
dad para utilizarla en la obtención de
preparados puros de anticuerpos es-
pecñficos en casos en los que se re-
quiere una elevada pureza de estos .

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 40 huevos frescos
puestos por gallinas no inmunizadas
las cuales habñan sido mantenidas
en un local convencional del Labo-
ratorio de Anticuerpos y Biomodelos
Experimentales .

Se utilizó agua destilada esté-
ril acidulada con ícido clorhñdrico
hasta pH 5 y sulfato de amonio y
de sodio, ambos puro para anílisis
(Merck) .

Determinación de proteñnas totales

Las proteñnas totales se deter-
minaron por el método de Lowry 17
utilizando como referencia albú-
mina sérica bovina (Sigma Co . Ltd.)
a 660 nm en un espectrofotómetro
Ultrospec 1000 (Pharmacia) .

Electroforesis en gel de poliacrila-
mida

De acuerdo con el método de
Laemmli, 18 la electroforesis se reali-
zó en un sistema vertical de cubeta
(Centro Nacional de Investigaciones
Cientñficas, Cuba) donde se prepara-
ron sendos geles, uno concentrador
al 5 % y otro separador al 12,5 % to-
mando como patrones la IgG huma-
na (IMEFA, Cuba) y una IgG de ra-
tón purificada en el laboratorio
(LABEX, Cuba) que sirvieron de
marcadores de peso molecular. La
corrida se realizó con una fuente de
poder EPS-600 (Pharmacia) y bajo
condiciones no reductoras, ya que no
le fue adicionado mercaptoetanol al
estabilizador de las muestras .

Purificación de IgY

La purificación de la IgY se rea-
lizó por el método de precipitación
de los lñpidos con agua destilada, mo-
dificación del método de Akita y
Nakai, 11 y precipitaciones salinas su-
cesivas20-21 con sulfato de amonio y
de sodio (Merck) realizando la dilu-
ción del volumen de yema en agua
destilada a una proporción de 9 :1
agua : yema y llevando esta dilución
hastapH 5 con HCl 0,1 mol/L (Merck)
para precipitar los lñpidos por cen-
trifugación posterior a 2 500 r/min,
cosecha del sobrenadante al que se
le aplicaron tres precipitaciones, sa-
linas sucesivas con sulfato de
amoni o al 33 % y de sodio al 18 y 14%
respectivamente. El precipitado fi-
nal se dializó contra estabilizador
fosfato pH 7,2 .

Determinaciones inmunológicas

Para medir el contenido de IgY
en todos los pasos de purificación,
se utilizó un método de inmunodi-
fusión radial simple (IDRS), 20 em-
pleando un antisuero anti IgY obte-
nido en el laboratorio por la inmuni-
zación de conejos con preparados de
IgY comercial (Sigma), la que tam-
bién sirvió para la preparación de
una curva patrón de concentracio-
nes conocidas para la extrapolación
de los resultados de concentración
de las muestras de IgY obtenidas en
el laboratorio . Este sistema permitió
a su vez, evaluar la actividad bioló-
gica del material en estudio .

Pruebas de identidadinmunológica

Las pruebas de identidad inmu-
nológicas se realizaron según técni-
ca descrita por Ouchterlony (inmu-
nodifusión doble bidimensional)20
enfrentando un antisuero anti IgY
obtenido en el laboratorio a partir de
inmunizaciones en conejos con una

preparación comercial de IgY
(Sigma) a dos muestras, una corres-
pondiente a suero de pollo y otra a
IgY obtenida por el método propues-
to (Fig . 1) .

Procesamiento estadñstico

En el anílisis de la técnica de
inmunodifusión radial simple (IDRS)
se utilizó un programa estadñstico
para la determinación de regresión
lineal que permitió obtener la rela-
ción diímetro cuadrado de los ani-
llos de precipitación/logaritmo de la
concentración de los patrones de con-
centración conocida y la extrapo-
lación de los valores de las muestras
problema, ademís, se utilizó una cal-
culadora cientñfica para realizar las
determinaciones de las medias y
desviaciones estíndar de los datos
procesados .

RESULTADOS Y DISCUSION

Diferentes e importantes indica-
dores relacionados con el conteni-
do del huevo fueron medidos duran-
te el curso de la experimentación
(Tabla 1). Se pudo comprobar que la
IgY constituye aproximadamente la
quinta parte de todas las proteñnas
solubles presentes en los sobrena-
dantes delipidados iniciales de yema
de huevo, oscilando en un conteni-
do un poco superior a los 100 mg por
yema, lo que se corresponde con lo
reportado por otros autores .l ,7,'0 El
método de dilución en agua reporta
una separación bastante clara y efi-
ciente de las proteñnas solubles en
la yema, de los otros grínulos lipñ-
dicos que ella posee .

Los métodos para obtener prepa-
rados de proteñnas con elevado nivel
de pureza por medio de precipitacio-
nes salinas sucesivas, no son factibles
para ser llevados a gran escala 2,21 Sin
embargo, el que ha sido utilizado en
este trabajo constituye un procedi-
miento rípido y de fícil acceso en la
obtención de pequeÓos lotes de
inmunoglobulina control suscepti-
ble de ser utilizado en la tecnologña
de producción de anticuerpos poli-
clonales en aves, con un rendimien-
to de alrededor de 30 mg de IgY por
huevo (Tabla 1) con un elevado gra-
do de pureza (Fig. 2), lo que se co-
rresponde con mís del 26 % de toda
la IgY presente en cada huevo que
es alrededor de 100 mg, como ya se
habña seÓalado .1,7,1 . 11 El proceso repor-
ta una pérdida de un 70 % aproxima-
damente, lo que concuerda con los
métodos de purificación mediante
precipitaciones salinas sucesivasen
los que este hecho ha sido bien es ta-
blecido, 1,2,19,21 pero teniendo en cuen-
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Fig. 1. Inmunodifusión doble bidimensional (Técnica de Ouchterlony) .
B Suero de pollo. C Muestra de IgY de yema de huevo procesada por el método
descrito . Obsérvesela reacción de identidad al enfrentarse aun suero anti-IgYobte-
nido en conejo .

Tabla 1. Principales indicadores obtenidos en el proceso de obtención de IgY
por cada yema .

1 2 3 4

Pig. 2. SDS-PAGE (Condiciones no reductoras) .
1 . Sobrenadante delipidado de yema de huevo . 2. Patrón comercial de IgG humana
(IMEFA, Cuba). 3. IgG de ratón purificada por Proteñna A Sepharosa (LABEX, Cu-
ba). 4. IgY purificada por método propuesto .
Obsérvese que con este método se obtiene una banda electroforética pura que se co-
rresponde con el patrón de migración de la IgY que aparece en el carril 1 . Nótese
ademís, diferencias de migraciones entre IgY (1 y 4) e IgG (2 y 3) .
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ta la materia prima empleada, el sal-
do es altamente rentable por aníli-
sis de costo-beneficio realizados .

Se comprobó que la concentra-
ción final de IgY purificada se co-
rresponde con el 88 % aproximada-
mente de toda la proteñna presente
en el preparado final (Tabla 1), lo que
no significa que sea su nivel de pu-
reza, se corresponda con la cantidad
de inmunoglobulina activa que es
capaz de ser reconocida por su anti-
cuerpo especñfico y cuantificable por
la técnica de IDRS . Puesto que de
hecho, pueden existir en el prepara-
do cantidades desnaturalizadas que
reportan resultados en términos de
proteñnas totales, los autores consi-
deran su pureza muy superior por
los patrones elecroforéticos observa-
dos (Fig.2) y aunque no se tienen re-
sultados densitométricos, la presen-
cia de una banda única sin contami-
nantes en el carril 4 de esta figura, si
se compara con la corrida del prepa-
rado inicial de donde esta partió (ca-
rril 1 de esta misma figura) da mues-
tra de este hecho .

La figura 1 permite comprobar
que la inmunoglobulina presente en
estos sobrenadantes delipidados de
yema de huevo 'obtenida por el mé-
todo propuesto es la misma IgY co-
rrespondiente a la del suero del po-
llo, al observarse las reacciones de
precipitación de identidad inmuno-
lógica frente a un suero especñfico
anti IgY de pollo .

CONCLUSIONES

Se realizó el aislamiento de las
proteñnas solubles en agua de la
yema del huevo por un método sim-
ple de dilución en ella con un pobre
recobrado final, pero con la obten-
ción de una proteñna con un elevado
grado de pureza y actividad biológi-
ca comprobada mediante técnicas
inmunológicas especñficas (inmu-
nodifusión radial simple y de doble
bidimensional o técnica de Ouch-
terlony) lo que permite recomendar
la utilización del método dada la
efectividad del balance costo-bene-
ficio realizado, avalado principal-
mente por la factibilidad de la mate-
riaprima que se utiliza (huevos frescos)
con elevadas concentraciones de estas
proteñnas y la gran facilidad de aplica-
ción de esta tecnologña que posibilita
poder prescindir de métodos muy cos-
tosos como los cromatogríficos .

La inmunoglobulina obtenida
por su pureza y actividad biológica
puede utilizarse como proteñna con-
trol en los laboratorios donde se de-
sarrolle la tecnologña de producción
de anticuerpos policlonales en aves,
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Principales indicadores Valor medio

Huevos procesados 40

Peso del huevo (g) 60,9 Á 1,94

Volumen de yema (mL) 14 Á 1,18

Volumen de sobrenadante delipidado (mL) 111 Á 2,5

Proteñnas totales (Lowry) (mg) 498,92 Á 15,11

Concentración de IgY por IDRS (mg) 114,97 Á 7,51

Proteñnas totales purificadas por Lowry (mg) 34,82 Á 3,37

Concentración de IgY purificada por IDRS (mg) 30,78 Á 2,51

Rendimiento de IgY (%) 26,8%
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siendo útil también, para estudios de
caracterización y estructura y proce-
sos tecnológicos que requieran pre-
parados puros de esta proteñna .
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