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RESUMEN

Se evaluaron tres diferentes biopolimeros de grado alimenticio: mucilago de nopal,
goma xantana y carragenina a cinco diferentes concentraciones: 6 mg, 30mg, 60mg,
90 mg, 600 mg, diluidos en 40 mL de agua destilada estéril, para determinar el
reactivo mas exitoso capaz de separar la fraccion sdlida de la yema de huevo y de

esta manera obtener la concentracion mas alta de inmunoglobulina Y (IgY).

Se obtuvo liquido vitelino de 120 piezas de huevo comercial que fue diluido en agua
destilada estéril vol:vol el cual se distribuy6 en diferentes matraces Erlenmeyer junto
con cada uno de los biopolimeros en las diferentes concentraciones designadas. A
partir de esta dilucion se purificd y se obtuvo las IgY las cuales fueron cuantificadas

mediante la técnica de Inhibicion de la Hemoaglutinacién y Nanodrop.

Se compararon las diferentes concentraciones mediante Andlisis de Varianza para
un disefo factorial 3*5, donde el primer factor fue cada uno de los biopolimeros,
mientras que el segundo factor fueron las concentraciones de cada biopolimero.
Los supuestos de Normalidad y Homogenidad de varianzas se comprobaron

mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente.

Para las diferencias estadisticas significativas encontradas se utilizé la prueba de
Tukey. Se fijo un nivel de significancia @ = 0.05 en todas las pruebas estadisticas
utilizadas. El procesamiento y analisis de los datos se realizé con el paguete
estadistico R (R Core Team [2017]. R: A language and environment for statistical

computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) ®.

Cada uno de los biopolimeros se comporté de manera diferente al interactuar con
la solucion estéril. Esto se debe a que cada polimero tiene una capacidad
higroscopica distinta dada su composicion quimica, la cual le confiere a cada
polimero una afinidad con el agua diferente. Es asi como el mucilago a una
concentracion de 600mg (13.84mg/ml con una P<0.05), obtuvo los mejores
resultados en cuanto a concentracion de proteinas en comparacion con carragenina

y goma xantana (2.46; 0.75mg/ml), en la separacion de las fases solida de la liquida.



En relacion con el titulo de Inhibicion de la Hemoaglutinacion (IH), no existio
diferencia estadistica a una concentracion de 6 mg con carragenina 'y goma xantana

(9 y 8.83 log2 respectivamente) y 600 mg de mucilago (9.75 log 2).



INTRODUCCION

Existen mas de 1,400 especies de cactaceas en el mundo, de las cuales, 669 viven

en México, convirtiéndolo en el pais con mayor diversidad (SEMARNAT 2020).

El género Opuntia-ficus-indica) mejor conocido como nopal proveniente del ndhuatl
(nohpalli), tiene aproximadamente 220 especies, de las cuales de 60 a 90 radican
en el pais (Foto 1) (Calva V y Larson J, 2009).

Foto 1: Opuntia-ficus-indica, nopal mas comun en México (Tomada por Bheatcoker)

Antecedentes histoéricos.

Desde la llegada de grupos indigenas al Valle de México se comenzé a cultivar y
recolectar diversas plantas nativas de la region como el maiz, el frijol, el chile y el
nopal. El nopal no solo funcioné como una fuente de alimento, sino que también
sirvi6 como precursor de diversas bebidas o como una especie de apdsito para el
tratamiento y alivio de quemaduras y heridas en piel; por ello los indigenas lo

denominaban como “arbol sagrado” (Calva V y Larson J, 2009).

Durante la época de la conquista espafola, los marinos transportaban en sus
navios, grandes cantidades de nopal para su consumo ya que les aportaba una
fuente importante de vitaminas, convirtiéndolo en una excelente herramienta para
la prevencion del escorbuto. Asi mismo, gracias a su buen desarrollo en climas

aridos y semiaridos, se establecieron sus propios cultivos los cuales aprovechaban
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durante las épocas de sequia como forraje para el ganado (Imagen 1y 2) (Calva V
y Larson J, 2009).

Imagen 1. Bernardino de Sahagun, historia general de las de cosas de la nueva
Espafia (Cddice Florentino. XVI). Imagen 2: Hombre recolectando tunas de un
nopal / De las tunas, Cdédice Florentino, Libro XI, f. 125v (Tomado de Calva V y
Larson J 2009).

En la actualidad el género Opuntia se encuentra distribuido a lo largo de todo el
continente americano, desarrollandose en altitudes que comprenden desde el nivel
del mar hasta 4,700 m de altitud en zonas montafiosas, soportando climas que van
de los 5°C hasta los -40°C en paises como Canada y Argentina (Calva V y Larson
J 2009; Silva CDS 2015).

Caracteristicas del nopal.

A comparacién de otras cactaceas, el nopal posee diversas adaptaciones en su
morfologia, facilitandole su desarrollo en diversos ambientes. Como, por ejemplo,
los cladodios mejor conocidos como pencas, las cuales son tallos modificados
responsables de la fotosintesis, absorben el diéxido de carbono durante la noche y
mejoran su tasa fotosintética. Ademas, tienen una cuticula y capa serosa engrosada
la cual disminuye la tasa de transpiracion del agua y a su vez, se almacena en forma
de mucilago distribuido entre los espacios intracelulares del cloquerima y el

parénquima (Imagen 3y 4) (Inglese P et al 2018).
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Imagen 3. Estructuras morfologicas del género Opuntia. (Tomado de Rafael Rios/
CONABIO 2021).

Mucilago de nopal.

El mucilago de nopal también es conocido como “baba de nopal”, tiene la capacidad
de retener hasta un 30% del total del agua contenida en toda la estructura del nopal
ademas de contener una alta diversidad de azucares, aumentando asi su eficiencia
y aprovechamiento de los nutrientes, lo que resulta en una disminucion de

requerimientos energéticos a comparacion de otras plantas (Ramirez PPS 2018).

La especie Opuntia-ficus-indica es una de las cactaceas con mas alto contenido de
sustancias mucilaginosas, las cuales pueden obtenerse por diferentes métodos de
purificacion y de aislamiento que utilizan desde solventes, medios acuosos,
ultrafiltraciones o por medio de altas temperaturas, pero cada método de extraccion
depende de los requerimientos del mucilago a ocupar (Allegra A et al 2017: Ramirez
PPS 2018).



Imagen 4. Cactacea del género opuntia-ficus-indica (tomado de CONABIO 2021).

Estructura fisicoguimica del mucilago.

El mucilago esta constituido por heteropolisacaridos de disposicion ramificada cuyo
peso molecular oscila alrededor de 13x10° g/mol y contiene aproximadamente de
35 a 40 % de arabinosa, 20 a 25% de galactosa y xilosa, 7 a 8% de ramnosa y acido
galacturénico (Esquema 1) (Gibson CA 'y Nobel SP 2014; Du Toit L et al 2016).

Particularmente el &cido D-galacturdnico se caracteriza por su buena sinergia con
el agua ya que, al estar en contacto, le facilita la capacidad de precipitar particulas
como grasas Yy azucares, de forma similar como lo hacen los hidrocoloides (Duran
AJC et al 2020; Nereida VUD et al 2020).
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Esquema 1: Estructura del mucilago por Nidia Garcia Nauto. (Tomado de Garcia
NN 2017).



Esta separacion se realiza por medio de la formacion de redes moleculares que
capturan particulas suspendidas en liquidos. La formacion de esta red se debe a
que el acido D-galacturénico posee una carga anidnica que atrae las particulas
suspendidas, las cuales en su mayoria son cationicas, dando lugar a la formacion
de aglomerados, mejor conocidos como coagulos, que a su vez se van uniendo
entre si, formando fléculos, que por su gran tamafio y peso favorece su
sedimentacion . A esta reaccion se le denomina coagulacion-floculacién (Imagen 5)
(Acosta LY 2006).

1€.

2aq.

2b.

Imagen 5: Reaccion floculacién-coagulacion. (Tomado de © Mettler Toledo 2020)

En la imagen 5 el insiso (1c) se ilustra la unién de un polimero de carga negativa el
cual se une covalentemente con particulas positivas dando paso a coagulos. La
imagen (2a) muestra la union de dos coagulos que dan paso a un fléculo y en (2b),
se observa la unién de dos fléculos para dar origen a uno de gran peso y tamafo
(Bhosale RR et al 2014).

Aplicaciones del mucilago de nopal

La actividad de sedimentacion del mucilago le confiere la capacidad idonea para la
elaboracion de geles y suspensiones coloidales, como lo hacen lo biopolimeros

compuestos por polisacaridos implementados en la industria para el tratamiento de



aguas residuales; como texturizante en cosméticos y mayormente en la industria
alimentaria en forma de aditivo, teniendo una gran aceptacion debido a su baja
toxicidad. El mucilago del nopal es un polisacarido fibroso, altamente ramificado,
importante por la capacidad de retener fuertemente grandes cantidades de agua
ademas de que es un buen gelificante, espesante, y emulsificante (Ruiz HF 2009;
Boutay F y Mhenni F 2011; Rodriguez HYC 2017).

Se ha encontrado que el acido galacturénico es posiblemente el principio activo del
mucilago de nopal que le proporciona la capacidad de coagulacion. La estructura
del &cido galacturoénico indica que es aniodnico, y la existencia de grupos carboxilicos
a lo largo de la cadena ramificada implica que puede darse la absorcion quimica
entre las particulas cargadas suspendidas en el liquido y estos grupos funcionales
(Manunza B et al 1997; Miller SM et al 2008).

No obstante, en la actualidad el mucilago de nopal es utilizado en menor cantidad
a comparacion de otros biopolimeros de actividad floculante, como la goma xantana
y la carragenina. Estos biopolimeros han jugado un papel importante en la medicina
debido a su participacién como biopolimeros aniénicos acidos para la recuperacién
de Inmunoglobulina Y (IgY) (Hatta H et al 1990).

Este compuesto es de gran interés en el &mbito cientifico, debido a su potencial
para la inmunoterapia y la profilaxis en area clinica ya que al ingerirse en la dieta

provee al organismo proteccion ante agentes patdgenos.

Goma xantana

Es un heteropolisacéarido recuperado de la fermentacion bacteriana realizada por
Xanthomonas campestris b-1459 (Foto 2) (FAO and WHO 2021).

Tiene una cadena lineal en B-D-glucosa unida por enlacesl-4 con una cadena
lateral de trisacarido el cual contiene dos D-manosas y un acido galacturonico, los
cuales se encuentran distribuidos de forma ramificada, ademas de ser altamente

soluble en agua fria o caliente el cual le otorga una alta viscosidad, incluso a bajas



concentraciones, dandole una buena estabilidad a las suspensiones y emulsiones.
(Esquema 2) (Pereira JF et al 2019).
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Foto 2: Xanthomas Campestris aisladas de lesiones necroticas de filodendro en un
cultivo de CPG (Acido casamino, peptona y glucosa). (Tomada de Moya HSL et al
2018) Esquema 2: Estructura quimica de goma xantana. (Tomada de Sanchez ME
y Bartolomé MB 1999).

En la actualidad México no alcanza a cubrir la demanda de goma xantana utilizada
en la industria, haciendo necesaria su importaciéon, ya que su produccion tiene
varios puntos criticos como la variabilidad del pH, la transicion de temperaturas,
preservar una concentracion adecuada de oxigeno para tener la mayor liberacion
de xantana sin lisis celular, ademas de que la recuperacion de la goma xantana

generalmente es complicada y costosa (Criollo AA 2019).

Carragenina.

Es un polisacarido extraido de las algas rojas, de la familia Rhodophyceae. Posee
una estructura lineal compuesta por mondémeros sulfatados alternados de D-
galactopiranosilo y a-D-glucésido. La localizacién del grupo sulfatado puede variar,
y esto le confiere un comportamiento distinto a cada tipo de carragenina por lo cual
se clasifican en diferentes grupos, los cuales van desde el k-carrageno, hasta v-
carragenanos, siendo k-, A-, I-carragenanos los mas utilizados, debido a sus grupos



sulfato e hidroxilo que actuan como agentes gelificantes y aglutinantes (Liu Z et al
2019).

Imagen 6: Algas rojas (Tomada de Wilhem B et al 1914).

La carragenina es la goma mas utilizada a nivel mundial por diversas industrias,
pero conforme aumenta su aplicacion, se vuelve mas complicado cubrir la demanda
debido a que las algas rojas se desarrollan naturalmente en aguas frias las cuales
han aumentado su temperatura debido al calentamiento global, disminuyendo areas
para su desarrollo y acrecentandose el riesgo de una sobre explotacion en las areas
donde naturalmente se reproducen En la actualidad se han logrado reproducir
algunas algas rojas en aguas mas calidas, pero se ha aumentado el costo de
produccion y se ha vuelto un proceso poco redituable (Imagen 6) (FAO and WHO
2021).

La goma xantana y la carragenina son hidrocoloides, capaces de modificar la
estructura gelificante de diversos compuestos, pero al ser tan demandados por la
industria, estos van disminuyendo su disponibilidad obligando a buscar otras
alternativas de hidrocoloides naturales. En este sentido, el mucilago de nopal se
convierte en un biopolimero aniénico altamente viable para la recuperacion de

Inmunoglobulina Y (IgY).



México posee aproximadamente 60 000 hectareas de nopaleras con un rendimiento
promedio de 71 toneladas por hectarea y cerca de 1 millon y medio de nopaleras de
manera silvestre distribuidas a lo largo del pais. EI consumo per cépita de nopal es
de 6.4 kg siendo el 78% de la produccion de nopal y el 3% para la obtencion del
xoconostle. Cerca del 1.96% del nopal se desperdicia por medio de la practica de
poda, traduciéndolo en 83,784.56 toneladas de desperdicio anual (SEMARNAT
2020).

En diversos paises se han abierto lineas de investigacion en busca de hidrocoloides
con actividad coagulante provenientes de cactaceas. Un ejemplo, es la cochiflor,
polimero obtenido de las pencas de Opuntia-Cochinellifera, nativa de Nicaragua. En
el caso de México, se han realizado varias investigaciones con la extraccion y
aplicaciones sobre el mucilago de Opuntia-ficus-indica. La extraccion del mucilago
es uno de los puntos mas importantes y criticos para su estudio, ya que de esta
dependera el rendimiento final y la pureza de este. Diversos estudios sobre la
extraccion de mucilago de nopal resaltan los tiempos largos de extraccion, uso de
calor y de disolventes organicos (Bonilla RB 2011).

En la actualidad, el grupo de Ingenieria de Proceso, en el Departamento de
Instrumentacion Cientifica e Industrial del Instituto de Ciencias Aplicadas y
Tecnologia (ICAT) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM),
desarroll6 un proceso de extraccion mecanica de mucilago a partir de nopal de
desecho agroindustrial y sin uso de solventes.

En cuanto a las aplicaciones, destacan los trabajos donde evallan la efectividad de
mucilago como coagulante en el tratamiento de aguas residuales, para la
clarificacion de agua, para remover turbiedad y color o para la elaboracion de
subproductos que interactien en suspensiones coloidales como agente
dispersante, ademas de analizar el contenido de los azUcares que componen a este
heteropolisacéarido (Quezada NA 2004; Vaca MM et al 2014).



Inmunoglobulina Y (IgY) v sus aplicaciones.

La inmunoglobulina Y (IgY) es el principal anticuerpo del suero sanguineo de las
aves, formada por la respuesta inmune como respuesta adaptativa a la invasion de
bacterias, hongos y virus, la cual se transfiere de la madre al embrion por medio de
la circulacion materna (Murcia GHW 2009; Taylor Al 2014).

Este anticuerpo es capaz de atravesar el epitelio folicular, depositandose en el saco
vitelino 0 mejor conocido como yema, gracias a que en su membrana se encuentra
un receptor especifico para la IgY (Mohammed SM et al 1998; Morrison SL et al
2002).

La IgY se encuentra en mayor cantidad en el suero, como en el caso de la
inmunoglobulina G (IgG) de los mamiferos, sin embargo, tiene estructuralmente
mayor parentesco con la inmunoglobulina E (IgE) debido a que existe una distancia
filogenética de mas de 166 millones de afios entre ellas (Imagen 7) (Taylor Al 2008).
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Imagen 7: Estructura molecular de las inmunoglobulinas: se observa que las
Inmunoglobulinas E (IgE), Y (IgY) y G (IgG) estan compuestas de dos cadenas
pesadas y dos ligeras; la cadena ligera tiene un dominio variable (VL) y solo un
dominio constante (CL) a diferencia de la cadena pesada que tiene un dominio
variable (VH) y tres dominios constantes (CH1, CH2, CH3) para el caso de la IgG,
mientras que la IgE y la IgY poseen 4 dominios constantes (CH1, CH2, CH3 y
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CH4) confiriéndoles un mayor peso molecular, 65 kDa y 67kDa respectivamente a
comparacion de la cadena pesada de la inmunoglobulina G (IgG) que es de 70kDa

con sus respectivos polisacaridos. (Tomada de Rahman S et al 2013).

La fraccion cristalizable (Fc) en la IgY tiene dos cadenas laterales de carbohidratos
compuesta de sacarosa, maltosa y glicina a diferencia de 1gG que so6lo posee una
cadena, protegiéndolo de la desnaturalizacion por calor ademas de aumentar la
afinidad de unién a antigenos, mejorando la interaccion con receptores de
superficie celular especificos de los antigenos y con las proteinas del sistema de
complemento, haciendo la regulaciébn de la respuesta inmune, la ingesta de
complejos inmunes y modulacion del transporte de IgY de manera mas eficiente
aunado a la presencia de residuos de prolinay glicina especificamente que mejoran
la resistencia a la degradacion por enzimas proteoliticas como la tripsina y quimio
tripsina (Long S et al 2017; Xin Z. et al 2020).

Las dos regiones globulares Fab en la IgY forman una depresion la cual esta
revestida por péptidos de las CDR los cuales son iguales en ambas regiones
permitiendo la formacion de enlaces cruzados con dos antigenos simultaneamente
lo que aumenta la superficie de contacto con los antigenos (Hernandez CLM et al
2015). Bioquimicamente, la IgY es una lipoproteina distribuida junto con otras
lipoproteinas en la fase sélida de la yema, denominadas livetinas (Murcia GHW
2009).

Las livetinas son una de las fracciones proteicas contenidas en la yema del huevo,
las cuales se clasifican en: alfa-livetina beta-livetina y gamma-livetina, siendo estas
Gltimas, las mas abundantes. Dentro de las gama-livetinas se encuentran las IgY.
(Stadeklman WJ et al 1977; Polson A et al 1980).

Gracias a la distancia filogenética de la IgY aviar con respecto a las IgG e IgE de
mamiferos, no se desencadena la activacion del complemento unién a la proteina
G y al factor reumatoide al momento de administrar este tipo de anticuerpos a un
paciente para conferirle inmunidad pasiva .Ademas, se tienen ventajas éticas y

econdémicas, ya que, al extraer anticuerpos por medio del huevo de gallina, se
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elimina la necesidad de sangrar a las aves y se reducen los costos del manejo y se

beneficia en el bienestar animal. (Thomsen K et al 2016).

En la actualidad se ha utilizado la IgY para el tratamiento de periodontitis, gingivitis
y caries dental, aplicandolas en forma de gel dental, obteniendo una reduccion de
la placa dental, calculos y halitosis; para el tratamiento de Ulceras gastricas por
Helicobacter pylori aplicandolas en forma de polvos orales contra cepas virulentas
y antibiotico, mejorando en un 90% los sintomas géstricos; para el tratamiento en
infecciones entéricas virales como Norovirus y Rotavirus en recién nacidos
administrando IgY en calostro bovino reduciendo los episodios diarreicos; para
tratar intoxicaciones provenientes de la ingesta de toxinas bacterianas de E.coli,
Clostridium botulinum y Clostridium perfringens la cuales hasta la actualidad

contintan en estudio (Hernandez CLM et al 2015; Thomsen K et al 2016).
JUSTIFICACION

Se han desarrollado diferentes metodologias para separar la fraccion sdlida de la
yema de huevo y obtener el mejor titulo de IgY. En el presente trabajo se busca
evaluar la eficiencia aglutinante del mucilago de nopal, obtenido de la extraccion
mecanica, libre de solventes, por el Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia
(ICAT) - UNAM, en comparacion con la goma xantana y carragenina, biopolimeros

ampliamente utilizados en la separacion de la IgY.
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HIPOTESIS

Con el mucilago de nopal se obtienen mayores concentraciones de inmunoglobulina

Y (IgY) de huevo de gallina en comparacion con las gomas xantana y carragenina.

OBJETIVOS

General

Evaluar la eficiencia del mucilago de nopal para separar la inmunoglobulina Y (IgY)

de huevo de gallina en funcién de su recuperacién, concentracion y titulo.
Particulares

e Determinar el uso del mucilago de nopal para la separacién de la fraccion

solida de la yema de huevo de gallina.

e Comparar la eficiencia de separacion de la fraccidon sélida de la yema de
huevo de gallina utilizando mucilago de nopal, goma xantana y

carragenina.

e Establecer la concentracion de mucilago de nopal mas adecuada para

separar mejor la fraccion sélida de la yema de huevo de gallina.

e Determinar el titulo de IgY recuperada con mucilago de nopal, goma

xantana y carragenina.
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MATERIALES Y METODOS

Huevo: Se utilizaron 120 piezas de huevo fresco de gallina de una marca comercial,
con clave 180 C4, con este dato y utilizando una aplicacion desarrollada por la
marca comercial, se pudo determinar que provenian de la misma parvada de
gallinas con la misma edad, mismo calendario de vacunacion y con ovoposicion del
mismo dia. Dicha parvada, por protocolos de bioseguridad, recibié rutinariamente

vacuna contra la Enfermedad de Newcastle.

Biopolimeros: Se utilizaron 3 tipos diferentes de biopolimeros grado alimenticio:
carragenina, goma xantana y mucilago de nopal a 5 diferentes concentraciones:
6mg, 30mg, 60mg, 90mg y 600mg por cada 40 mL de agua destilada, la cual se
utilizé para disolver cada biopolimero, de acuerdo con la metodologia propuesta por
Hatta et al (1990).

Preparacion de muestras

En el Diagrama 1 se presenta la estrategia experimental en dos fases que se
propuso para la obtencién de inmunoglobulina Y (1gY).

Fase 1. Al separar en su totalidad la albumina de la yema, se hizo uso de unas
tijeras para retirar con extremo cuidado, las chalazas que se encuentran unidas a
las yemas. Con una navaja de bisturi (# 23) estéril, se realiz6 un pequefio corte
sobre la membrana vitelina de cada una de las yemas, con el objetivo de permitir la
salida del liquido vitelino, el cual se traspas6 a una gasa, permitiendo la adherencia
de las membranas vitelinas y depositando el liquido vitelino en un matraz
Erlenmeyer que contenia agua destilada estéril vol:vol. Las mezclas se agitaron
durante 1 minuto a temperatura ambiente en una agitadora (G24 Environmetal-

Incubator-Shakerm).
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Fase 1 Fase 2

Pesar en balanza

Mezclar o analllltlca
durante 1 min iopolimeros
|
Mucilago
Diluir con —

agua estéril

vol:vol Carrageninajge

Obtencion

de liquido
vitelino

: Goma
Vertir liquido Bl xantana

vitelino sobre

matraz —
Erlenmeyer de
250 mL

Diluir cada

biopolimero en 40 mL
de agua destilada en
diferentes matraces.

A cada dilucion se
Separar agregd 40 mL de foumm
chalazas y liquido vitelino.

cortar

|

Colocar

yema sobre

gasa esteéril membrana Mezclar por 30 min
vitelina en agitadoraa T° f&
ambiente
Centrifugar
10, 000 rpm 5 min

Diagrama 1. Estrategia experimental para la obtencion de IgY, la cual se dividi6 en
dos fases. Fase 1.(Esquema 1) Obtencion de liquido vitelino. Fase 2 (Esquema 2)

Mezcla de biopolimeros con liquido vitelino.

La fase 2 consiste en dividir la mezcla de yema-agua destilada estéril en quince
matraces Erlenmeyer (correspondiente a igual nimero de muestras experimentales
de biopolimero/concentracion [3*5]). Se diluyeron vol:vol por separado, se agitaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 10,000 gravedades
(g) durante 5 minutos. Finalmente, se recupero el sobrenadante de cada mezcla de
yema-agua destilada-biopolimero. Por cada wuna de las diluciones
biopolimero/concentracién [3*5] se obtuvieron 4 muestras las cuales se clasificaron
en los grupos (A, B, Cy D).
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La IgY se obtuvo en el sobrenadante de cada muestra, y en el pellet, el complejo

biopolimero-grasa-solidos el cual se desechs. Posteriormente se procedio a la

purificacion de la IgY.

Purificacion de IgY.

Mezcla manual 10

PEG 60003.5% [N e

Centrifuga a 5000
rpm 20 min a 4°C

Filtrar

¢ Eliminar sobrenadante

\4

PEG60008.5% [l Mezclar en vortex

Filtar con papel
Whatman y gasa

e Eliminar sobrenadante

Resuspender pelllet
1 mLPBSy agitar

* Agregar 9mL PBS

\4

Filtrar con papel
Whatman y gasa

Resuspender pellet
en 800 microlL de
PBS

PEG 6000 12% [N Mezclar en

vortex

e Eliminar sobrenadante

Diagrama 2. Metodologia para la purificacion de IgY.

De acuerdo con el diagrama 2, donde se plantea la metodologia de purificacién de
la IgY, se partié del volumen total del sobrenadante de cada biopolimero y cada
concentracion. Se agregd Polietilenglicol (PEG) 6000, grado molecular, en tres
diferentes concentraciones (3.5, 8.5 y 12%), de acuerdo con la metodologia
propuesta por el INER.

Medicion proteica de A.so por medio de Espectrofotometria micro-
UV/VIS NanoDrop

Para realizar esta medicion, se utilizé un Thermo NanoDrop modelo 1000. Antes de
tomar la medicion, se mezclé con vortex, cada una de las muestras y se realizo la
limpieza de los pedestales para evitar la presencia de sdlidos extrafios a las

muestras.
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La limpieza de los pedestales, superior e inferior, se realizé6 con un papel filtro y
agua destilada. Por medio de la aplicaciéon ND-1000 V3.5.2, se seleccion¢ la opcion

de medicion de proteinas de A2so con indice de absorcion (A260/A280).

Se tomaron 1-2 uL de solucion con una micropipeta y se colocé sobre el pedestal
inferior; se bajé el brazo y se registr6 cada muestra con su respectiva clave.
Posteriormente se da paso a la lectura de la muestra. Por cada una de las muestras

se realizaron tres lecturas, las cuales se registraron en formato Excel®.

Titulacion indirecta de IgY por el ensayo de inhibicion de la

hemoaglutinacion (método beta) contra la enfermedad de Newcastle

Con la técnica de inhibicién de la Hemoaglutinacién (IH) contra la enfermedad de
Newcastle, se determina de forma indirecta, el titulo de IgY recuperado con los tres
biopolimeros en prueba. En una microplaca de 96 pocillos con fondo en “V” se
colocaron 50ul de PBS en cada pocillo. Posteriormente se agregaron 50ul en el
primer pocillo de cada fila cada una de las diferentes muestras. Entendiéndose que
el término “muestra” se refiere a IgY obtenida con diferentes biopolimeros a
diferentes concentraciones. Se prosiguié con las diluciones dobles seriadas que
fueron desde 1:2 hasta 1:2048 de izquierda a derecha a lo largo de la placa. En
cada pocillo se agregaron 8 unidades Hemoaglutinantes (UHA) de virus/antigeno
de Newcastle, contenidos en 50ul. Se cubrié la placa y se dej6é incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, a cada pocillo se le
afiadieron 50ul de eritrocitos de pollo al 1% (v/v) y se mezclaron suavemente. La
placa se incubé durante 40 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se hizo la

valoracion de los pocillos inclinando la placa.

El titulo de inhibicién de la hemoaglutinacién (IH) corresponde a la mayor dilucion
con una inhibicion completa. Una muestra que presenta inhibicion es aquella que al
inclinarse forma una estria o corriente que va a la misma velocidad que los pocillos

control (controles de suero positivo, virus/antigeno y PBS).
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Los titulos de IH se consideraron positivos, si existia una inhibicién a una dilucién
1:8 (23 0 log2 3 cuando se expresaba como el reciproco) o superior. (Srinivas CA
2019)

Analisis estadistico.

Los biopolimeros se compararon a diferentes concentraciones mediante un Analisis
de Varianza (ANOVA) para un disefio factorial 3*5, donde el primer factor fue cada
uno de los biopolimeros a utilizar: Carragenina (carragenina), Goma Xantana
(goma_x) y Mucilago de nopal (mucilago); mientras que el segundo factor fueron
las concentraciones de cada biopolimero (6, 30, 60, 90, 600 mg). Se cont6 con 4

réplicas por concentracion.

Los supuestos de Normalidad y Homogeneidad de varianzas fueron comprobados
mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente. Se ocupé la
prueba de Tukey para realizar la comparacién multiple de las medias. Se fij6 un nivel

de significancia a = 0.05 en todas las pruebas estadisticas utilizadas.

El procesamiento y andlisis de los datos se realiz6 con el paquete estadistico R® (R
Core Team [2017]. R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

El andlisis de varianza es un método paramétrico de estimacion, basado en la
distribuciéon de la probabilidad de las variables aleatorias. Esta metodologia supone
que los datos se distribuyen de forma Normal (con media y y varianza ¢2), donde
los grupos que poseen varianzas semejantes (homocedasticidad) y las

observaciones son independientes entre si (independencia).

El ANOVA (por sus siglas en inglés, analysis of variance) permite comparar
muestras aleatorias provenientes de diferentes poblaciones, asi como cuantificar el
nivel de incertidumbre (la varianza) y asignarle un valor numérico; con ello podemos
hacer estimaciones precisas de los parametros poblacionales Media (u) y Varianza

(o) en cada grupo, esto facilita la interpretacion de los resultados y su replicabilidad.
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El disefio factorial es un arreglo de datos mediante el cual se busca conocer el efecto
de dos o més variables explicativas o factores (numéricas o categdricas) sobre una
variable respuesta (numérica). Cada variable explicativa o factor puede contar con
diferentes niveles o categorias internas por lo que el objetivo de este disefio es
determinar cual o cuales combinaciones de niveles es la mejor. Una consecuencia
de estudiar el efecto de dos o mas variables explicativas al mismo tiempo es el
efecto que estas tengan en conjunto sobre una variable respuesta, a esto se le

denomina interaccion.

La base de datos tiene una disposicion para el andlisis estadistico como disefio

completamente al azar y como un disefio factorial (Tabla 1).

Tabla 1. Variables de estudio

Variable Abreviacion Unidad de | Limites aceptables
medicion
Lote o corrida Lote Factor 1,2,3,4
Tratamiento TX Factor Combinacién de
biopolimero.
Biopolimero Biop Factor Carragenina,

Goma X, Mucilago

de nopal
Concentracion Conc. Factor 6,30,60,90,600
Logaritmo de la|Log IH NUmerica >0
inhibicion de la
hemoaglutinacion.
Concentracion de | Conc_Nano Numerica <0

Nanodrop
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RESULTADOS

Preparacion de los biopolimeros

Al preparar los biopolimeros con el agua destilada estéril, se observo que el
mucilago se disolvi6 adecuadamente a las diferentes concentraciones utilizadas,

(Fotos 3-6) debido a su alta capacidad higroscopica.

Por su parte, la carragenina a una concentracion de 600 mg (Fotos 7 y 8), formo
una solucién gelatinosa mientras que la goma xantana desde 30 mg de biopolimero
comenz6 a gelificarse, y a medida que aumentd su concentracion presenté mayor

dificultad para disolverse (Foto 9).

Foto 3-6. Disoluciones de mucilago de nopal con agua destilada estéril a las

concentraciones 30 mg, 60 mg, 90mg y 600mg (Tomada por Mariana VM)
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Foto 7 y 8. Comportamiento de la carragenina disuelta en agua destilada estéril a

una concentracion 600mg (Tomada por Mariana VM)

Foto 9. Comportamiento gelificante de goma xantana a una concentracion 30mg a

comparacién de una concentracion de 6mg (Tomada por Mariana VM)

La goma xantana a los 600 mg de polimero formé una solucion completamente

grumosa y no pudo disolverse (Fotos 10).
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Foto 10. Comportamiento de la goma xantana con agua destilada estéril a una

concentracion 600mg (Tomada por Mariana VM)

La dilucién de los polimeros en relacion con el aumento en su concentracion se vio
mas afectada en carragenina y goma xantana ya que a medida que aumentaba la
concentracion, aumentaba la gelificacion de la dilucién al compararlas con mucilago

de nopal.

Inhibicion de la hemoaqglutinacion

La tabla 2 muestra la estadistica descriptiva de los resultados para el logaritmo base

2 del titulo de IgY obtenido de la prueba de Inhibicion de la Hemoaglutinacion.
Graficos de residuos de la comprobacién de supuestos

Los gréficos 1- 4 muestran que los residuos obtenidos indican buenas distribuciones

de los datos experimentales de la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion.
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Tabla 2. Logaritmo base 2 del titulo de IgY obtenidos de la Prueba de IH

Biopolim

ero

Carragen

ina

Goma_x

Mucilago

Carragen

ina

Goma_x

Mucilago

Carragen

ina

Goma_x

Mucilago

Carragen

ina

Goma_x

Mucilago

Carragen

ina

Concentr
acion

mg

30

30

30

60

60

60

90

90

90

600

Unidad
de

muestra

Media

9.00

8.83

4.75

6.25

8.33

6.25

4.50

7.42

4.50

5.75

4.00

6.17

2.00

23

D.E.

2.31

2.69

0.96

3.10

3.37

4.92

3.32

3.09

3.11

3.86

2.94

1.92

2.31

Minimo

7.00

6.00

4.00

2.00

4.00

0.00

2.00

4.67

0.00

2.00

0.00

4.00

0.00

Mediana

9.00

8.66

4.50

7.00

9.16

6.50

3.50

7.00

5.50

5.50

4.50

6.00

2.00

Maximo

11.00

12.00

6.00

9.00

11.00

12.00

9.00

11.00

7.00

10.00

7.00

8.67

4.00



Goma_x | 600 4 2.00

Mucilago 600 4 9.75

Histogram of residuos

12

Frequency

residuos

Normal Q-Q

Standardized residuals

Theaoretical Quantiles

4.00 0.00 0.00 8.00

1.50 9.00 9.00 12.00
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Gréficos 1-4: Graficas que muestran los datos experimentales que cumplen con los

supuestos de: distribucién normal de los residuos (P = 0.785) y el de uniformidad de

varianzas (P = 0.739).

Por lo tanto, se asume que por la forma en que se realizaron las mediciones existe

independencia de las observaciones.
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Analisis de Varianza.

Los resultados de la tabla 3 nos indican una interaccion entre los biopolimeros y las

concentraciones (P=0.005, CME= 9.315). Dado que existe interaccion, los efectos

principales para el biopolimero y la concentracién se encuentran confundidos y no

son interpretables por separado, por lo tanto, el andlisis se enfocara a la interaccion

(Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de analisis de varianza, logaritmo base 2 del titulo de IgY

obtenidos de la Prueba de IH.

Grados de Suma de Cuadrado F

libertad cuadrados medio
Biop 2 6.81 3.41 0.37
Conc 4 71.83 17.96 1.93
Biop:conc 8 244 .54 30.57 3.28
Residuals 45 419.18 9.32 NA

P-value

0.6958

0.12222

0.0049

NA

Las medias de minimos cuadrados, el error estandar de la media (EEM), asi como

los limites inferior y superior de los intervalos de confianza al 95% para las medias

de los grupos estimados por la teoria asintotica (IC_Inf e IC_Sup) y por remuestreo

- Bootstrap (IC_Inf_Boot e IC_Sup_Boot) se muestran en las tablas 4 y 5 (Datos

informativos).
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Tabla 4. Datos informativos del andlisis de varianza por biopolimero, logaritmo base

2 del titulo de 1gY obtenidos en la prueba de IH*.

Biopolimero | Media

Carragenina | 5.50

Goma_x 6.12

Mucilago 6.28

EEM

0.682

0.682

0.682

IC_In
f
3.81

4.42

4.59

IC_Sup

7.19

7.81

7.98

IC_Inf Boot

3.95

4.33

4.93

IC_Inf_ Grupos
Boot

7.05 A

7.78 A

7.62 A

Tabla 5. Datos informativos del analisis de varianza por concentracion, logaritmo

base 2 del titulo de IgY obtenidos con la Prueba de IH*.

Concentracion = Media
6 7.53
30 6.94
60 5.47
90 5.31
600 4.58

EEM

0.881

6.94

5.47

5.31

4.58

IC_Inf

5.16

4.58

3.11

2.94

2.22

IC_Sup

9.89

9.31

7.84

7.67

6.95

IC_Inf
Boot

6.03

4.86

3.69

3.72

2.17

Interaccion biopolimero vs concentracion

IC_Inf_Boot Diferencia

9.11

8.83

7.25

6.81

7.17

estadistica

A

Al existir interaccion, nuestro interés se centra en determinar su forma.

En la tabla 6 se observa que en las concentraciones 6, 30, 60 y 90, los biopolimeros

tienen un comportamiento semejante al no existir diferencias entre sus medias. Sin
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embargo, se puede observar que el logaritmo base 2 del titulo de IgY para el

mucilago a una concentracion de 600 fue superior (9.75) al de la carrageninay goma

xantana a la misma concentracion (2.0 y 2.0 respectivamente).

Tabla 6. Interaccién biopolimero vs concentracion

Biopolimero

carragenina

goma_x

mucilago

carragenina

goma_x

mucilago

carragenina

goma_x

mucilago

carragenina

goma_x

mucilago

carragenina

goma_x

Conc.

30

30

30

60

60

60

90

90

90

600

600

Media EEM
9.00 1.526
8.83 1.526
4.75 1.526
6.25 1.526
8.33 1.526
6.25 1.526
4.50 1.526
7.42 1.526
4.50 1.526
5.75 1.526
4.00 1.526
6.17 1.526
2.00 1.526
2.00 1.526

IC_Inf

4.28

411

0.03

1.53

3.61

1.53

-0.22

2.70

-0.22

1.03

-0.72

1.45

-2.72

-2.72
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IC_Sup

13.72

13.55

9.47

10.97

13.05

10.97

9.22

12.14

9.22

10.47

8.72

10.89

6.72

6.72

IC_Inf_Boot

7.00

6.66

4.00

3.50

5.66

1.75

2.00

4.84

1.50

2.50

1.25

4.50

0.00

0.00

IC_Sup_Boot

11.00

11.00

5.50

8.50

11.00

10.50

7.25

10.00

6.50

9.00

6.35

8.00

4.00

6.00

Dif Est

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab



mucilago 600 9.75 1.526 5.03 14.47 9.00 11.25 B

*Literales diferentes indican diferencia estadistica significativa.

Los bootstrap (Gréafica 5) nos muestran que para la concentracion 6, el mucilago fue
inferior en cuanto al logaritmo base 2 del titulo de IgY con respecto a la carragenina
y la goma xantana. Las cajas indican las medias de minimos cuadrados, mientras
que las barras de error indican los intervalos de 95% de confianza para las medias
de los bootstrap.

Prueba de inhibicion de la Hemoaglutinacion

Tratamiento M Camageninn JlF  Goma Xaotana JlF Mucilago

[ L AL T

log base 2
i

L] -

6 30 {11 a0 600
Concentracion

Grafica 5. Prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion. Las cajas indican las
medias de minimos cuadrados. Las barras de error indican los intervalos de 95% de

confianza bootstrap para las medias.

Resultados de Nanodrop

Al momento de separar los solidos de la yema, se observé que el mucilago de nopal
tuvo un mejor comportamiento floculante al compararlo con carragenina y goma

xantana (Fotos 11, 12 y 12a).
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Foto 11 y 12. a) Separacion de la fase sélida y de la fase liquida de la yema,
utilizando goma xantana a las concentraciones 6 mg, 30 mg, 60 mg y 90mg. b)
Separacion de fase sélida de la fase liquida de la yema, utilizando carragenina a las

concentraciones 6 mg, 30 mg, 60 mg y 90mg (Tomada por Mariana VM).

Foto 12a. Separacion de la fase solida de la fase liquida de la yema utilizando
Mucilago de nopal a las concentraciones 6 mg, 30 mg, 60 mg y 90mg. (Tomada por
Mariana VM).

Al compararse el comportamiento de la separacion de la fase soélida de la liquida
dependiendo la concentracién, se observa una notable diferencia a una

concentracion de 600mg en los tres polimeros (Fotos 13y 14).
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Foto 13 y 14 Separacion de la fase sélida de la fase liquida de la yema, utilizando
Carragenina, Mucilago de nopal y goma xantana a la concentracion de 600 mg.

(Tomada por Mariana VM).

La capacidad floculante de los biopolimeros se ve reflejada en los resultados
obtenidos por la medicion proteica de Azso por medio de espectrofotometria micro-
UV/VIS NanoDrop, el cual muestra un aumento de proteina obtenida a una
concentracion de 600 mg de mucilago de nopal en comparacion con la goma
xantana y carragenina. Estos resultados se ven reforzados con los obtenidos por la
prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién, donde se aprecia de igual manera una
disminucién de la concentracion de Inmunogloobulina Y (IgY) a medida que
aumentaba la concentracion de goma xantana y carragenina. En cambio, al
incrementar la concentracion del mucilago de nopal, aumentd la cantidad de
proteina obtenida.

La tabla 7 muestra las estadisticas descriptivas para la concentracion de

proteina(mg/ml) determinados mediante la técnica de Nanodrop.
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Tabla 7. Concentracion de proteina (mg/ml) determinados mediante la técnica de

Nanodrop.

Biopolimero

Carragenina
goma_X
Mucilago
Carragenina
goma_x
Mucilago
Carragenina
goma_x
Mucilago
Carragenina
goma_x
Mucilago
Carragenina
goma_x

Mucilago

Concentracién

30
30
30
60
60
60
90
90
90
600
600
600

Tamafo
de

muestra

A A DDA S~ A DD DO A DDA

Media @ Desviacion
estandar

7.28 6.22
6.84 4.62
3.16  3.65
343 295
493 0.35
3.60 1.99
3.58 284
249 0.97
5.97 10.04
3.65 3.36
214 210
496 4.58
246  3.46
0.75 0.86
13.84 13.43

Minimo

2.00
2.51
0.26
1.05
4.70
0.70
0.58
1.12
0.50
0.76
0.16
0.57
0.42
0.00
0.98

Graficos de residuos de la comprobacion de supuestos

Mediana

5.47
5.83
1.96
2.50
4.76
4.39
3.65
2.72
1.19
2.68
2.06
4.20
0.90
0.66
11.13

Méaximo

16.20
13.19
8.48
7.65
5.33
491
6.43
3.38
21.01
8.47
4.29
10.87
7.61
1.67
32.10

En los gréficos 6-9, se muestran los residuos de la comprobacion de supuestos para

la concentracion de proteina (mg/mL) determinados mediante la técnica de

Nanodrop.
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Gréficos 6-9. Residuos de la comprobaciéon de supuestos para la concentracion de

proteina (mg/mL) determinados mediante la técnica de Nanodrop.

Los graficos de residuos indican buenas distribuciones de los datos, aunque estos

no cumplen con el supuesto de distribucion normal de los residuos (P=0.018) el

modelo es robusto para este supuesto y podemos asumir que por ser el tipo de

variable de razén cumple con el supuesto, el histograma y el Q-Q plot muestran la

tendencia de los datos a la Normal. El supuesto de homogeneidad de varianzas

cumple (P=0.15). Se asume que por la forma en que se realizaron las mediciones

existe independencia de las observaciones.
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Analisis de varianza

Los resultados del analisis de varianza se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Analisis de varianza la concentracion de IgY(mg/mL)

Grados Suma de Cuadrado F P-value

de cuadrados medio

libertad
Biop 2 8.42 421 0.47 0.6268
Conc 4 29.18 7.29 0.82 0.5211
Biop:conc 8 205.03 25.63 2.88 0.0126
Residuals 40 356.51 8.91 NA NA

Los resultados nos indican una interaccidn entre los biopolimeros y las
concentraciones (P=0.13, CME=8.913). Dado que existe interaccion, los efectos
principales para el biopolimero y concentracion se encuentran confundidos y no son

interpretables por separado, por lo tanto, el andlisis se enfocé a la interaccion.

Las medias de minimos cuadrados, el error estandar de la media (EEM), asi como
los limites inferior y superior de los intervalos de confianza al 95% para las medias

de los grupos estimados por la teoria asintética (IC_Inf e IC_Sup) y por remuestreo
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Tabla 9. Datos informativos por biopolimero por concentracion de proteina (mg/ml).

Biopolimero Media

carragenina 3.48

goma_x

Mucilago

Tabla 10. Datos informativos por concentracion y cantidad de IgY (mg/ml).

3.43
4.76

EEM IC_Inf

0.689 1.77
0.689 1.71
0.751 2.89

Concentracion Media EEM

30

60

90

600

a4.77

3.99

2.34

3.59

4.78

0.908

0.908

0.908

0.862

0.995

IC_Sup

5.20
5.15
6.64

IC_Inf

2.32

1.54

-0.11

1.26

2.10
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IC_Inf
Boot
2.31
2.14
2.46

IC_Inf_Boot

4.68
4.82
6.29

IC_Sup IC_Inf

Boot
7.22 284 7.17
6.44 275 494
4.79 1.45 3.65
5.91 1.89 5.55
7.46 0.95 6.74

IC_Inf_Boot

Diferencia

estadistica

Diferencia

estadistica

A



Interaccion Biopolimero vs concentracion

Tabla 11. Interaccién biopolimero vs concentracion.

Biopolimero

Carragenina
goma_x
mucilago
Carragenina
goma_x
mucilago
Carragenina
goma_x

mucilago

Carragenina
goma_x
mucilago
Carragenina
goma_x

mucilago

Conc.

30

30

30

60

60

60

90

90

90

600

600

600

Media EEM

431 1.724
6.84  1.493
3.17 1.493
3.43 1.493
493 1.724
3.60 1.493
3.58 1.493
249  1.493
096 1.724
3.65 1.493
215 1.493
496  1.493
245 1.493
0.75  1.493
11.13 2.111

IC_Inf

-1.05

2.19

-1.48

-1.22

-0.44

-1.05

-1.07

-2.16

-0.4.41

-1.00

-2.50

0.32

-2.19

-3.90

4.56

IC_Sup

9.68

11.49

7.81

8.07

10.30

8.25

8.22

7.13

6.33

8.29

6.79

9.61

7.10

5.39

17.71

IC_Inf

_Boot

2.00

3.56

0.78

1.43

4.72

1.74

1.17

1.56

0.50

1.35

0.34

1.42

0.42

0.02

7.39

* Literales diferentes indican diferencia estadistica significativa.

35

IC_Sup

_Boot

6.53

11.05

6.76

6.19

5.19

4.89

5.98

3.17

1.65

6.91

3.94

8.72

5.82

1.48

14.88

Dif. Est.

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

Ab

B



Al existir interaccion, nuestro interés se centra en su forma (Tabla 9 y 10). En la
tabla 11 podemos observar que en las concentraciones 6, 30, 60 y 90 los
biopolimeros tienen un comportamiento semejante al no existir diferencias entre sus
medias. Sin embargo, se puede observar que la cantidad de IgY en la concentracion
de 600 fue superior en el mucilago (11.3) en comparacion con la goma xantana
(0.75). La carragenina mostré un comportamiento (2.45) superior a la goma xantana
pero menor al mucilago. Los intervalos de confianza al 95% calculado por el

Bootstrap nos confirman lo antes mencionado (Grafica 10).

Concentracion de IgY calculada con la técnica de Nanodrop

Tratamiento M Camageninn JF Goma Xantana I Mucilago

10

mg/ml

Lhof o W

O 30 (1] o0 a0
Concentracion

Grafica 10. Las cajas indican las medias de minimos cuadrados. Las barras de error
indican los intervalos de 95% de confianza bootstrap para las medias
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DISCUSION

La extraccién de IgY consiste en la eliminacion de lipidos para formar una fraccion
soluble en agua, seguida de la precipitacion de los anticuerpos contenidos en ella.
Hay varios procesos de extraccion disponibles para obtener altos rendimientos de
IgY a partir de la yema de huevo (Nguyen HH et al 2010). La seleccion depende del
grado de purificacion, asi como la escala de extraccion, el costo y la tecnologia
disponible ya que predominan procedimientos de purificacion complejos, con costos
elevados o que consumen mucho tiempo (De Meulenaer B y Huyghebaert A 2010).
Los polisacaridos son hidrocoloides que pueden ser utilizados como agentes
quelantes, que forman complejos insolubles en agua, que son faciles de eliminar.
Confieren mayor viscosidad y consistencia gelatinosa, debido a los grupos
hidrofilicos e hidrofébicos que contienen favoreciendo sus propiedades
emulsionantes, sin embargo, una limitacion de estos polisacéridos aniénicos es la

alta pérdida de proteinas en la extraccion (Chang HM et al 2000).

La presencia de éster sulfato y 3,6 anhidrato de galactosa de la carragenina y la
goma xantana, al estar en contacto con el agua, forman redes tridimensionales
formando fléculos compuestos Unicamente con el polimero o gelificando. Es

necesario tener temperaturas mayores a 60 ° C para tener disoluciones uniformes.

La goma xantana al estar en contacto con liguidos aumenta su viscosidad
rapidamente. Si no hay una buena dispersion de las particulas de la goma se
dificulta la disolucion completa de esta goma, requiriendo el utilizar mezcladores
para dispersar agilmente las particulas de la goma y tener una solucién homogénea.
(Carmona GJA 2015).

En el caso de la carragenina, la formacién de redes tridimensionales entre si
desarrolla estructuras helicoidales que impiden una buena disolucion, reduciendo
su capacidad de unién con otras particulas suspendidas, lo cual reduce su eficiencia
como floculante. Cabe sefialar que una vez disuelta la carragenina, se tiene el riesgo

de disminuir su capacidad floculante en presencia de iones de potasio o calcio
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debido a una repulsién electrostatica que existe entre los grupos sulfato y los iones
potasio y calcio (Flores STA 2006).

Los numerosos grupos hidroxilo, frecuentes en los polisacaridos con alto contenido
de &cido galacturonico como el caso del mucilago de nopal, le confieren una gran
afinidad y mejor interaccion con el agua al compararlo con la carragenina y la goma
xantana (Rodriguez HYC 2017). Esta capacidad higroscopica, dada por la
formacion de numerosos puentes de hidrogeno, lo hace ser mas eficiente, al hacer
que la IgY pierda la proteccion de la repulsion de carga y la pelicula de hidratacion,
polimerizandose en particulas grandes y depositdndose. De esta forma, el mucilago
de nopal minimiza la pérdida en la extraccion y tiene un mayor rendimiento de IgY.
Al ser un material seguro y no toxico, que existe ampliamente en la naturaleza le
confiere un importante potencial para la produccién de IgY a gran escala. (Saenz C
et al 2004; Flores AME 2015; Cortina AE 2020),

CONCLUSIONES.

® Se observo que la concentracion de 600mg de mucilago de nopal es la
mejor concentracion para separar la fraccion sélida de la yema de huevo

de gallina

e El mucilago de nopal funcioné para separar la fraccién sélida de la yema
de huevo y su eficiencia de separacién fue mayor a la obtenida por la

goma xantana y la carragenina

e El mucilago de nopal tiene un comportamiento higroscépico superior al
de la goma xantana y carragenina, lo que permite que a concentraciones

altas sea mas facil de disolver

e Se obtuvo un titulo de 9.75 Log 2de inmunoglobulina Y (IgY) a una

concentracion de 600 mg de mucilago de nopal
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