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Efecto del centrifugado y la adición de yema de huevo al
diluyente en el semen refrigerado de caprinos cruza Anglo

Nubian x Boer

Effect of centrifuging and the addition of egg yolk to the diluent on the refrigerated
semen of Anglo Nubian x Boer cross goats

Marcos Puente1*, Ignacio Covelo1, Mabel Tartaglione1

RESUMEN

Muchos diluyentes para la crioconservación del semen caprino incluyen yema de
huevo, que al interaccionar con la enzima fosfolipasa presente en el plasma seminal
produce sustancias citotóxicas que dañan al espermatozoide. La eliminación del plasma
seminal por centrifugado soluciona esta problemática, sin embargo, este procedimiento
puede generar daños a la célula. El objetivo del trabajo de investigación fue refrigerar
semen durante 48 h con 2% de yema de huevo sin centrifugación, 20% de yema de huevo
con centrifugación y sin yema de huevo como control. Los resultados obtenidos demos-
traron que la calidad del semen luego de la refrigeración mejora con el agregado de yema
de huevo, independientemente del porcentaje empleado. Según los porcentajes de yema
de huevo, luego de 24 h los mejores resultados se obtuvieron con 20% centrifugado,
mientras que luego de las 48 h, los mejores resultados fueron obtenidos con 2% sin
centrifugar.

Palabras clave: caprino, centrifugado seminal, espermatozoides, lecitina

ABSTRACT

Many extenders for cryopreservation of goat semen include egg yolk, which, when
interacting with the phospholipase enzyme present in seminal plasma, produces cytotoxic
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substances that damage sperm. Removing seminal plasma by centrifugation solves this
problem; however, this procedure can cause damage to the cell. The aim of this study was
to keep chilled semen for 48 h with 2% egg yolk without centrifugation, 20% egg yolk
with centrifugation and no egg yolk as a control. The results obtained showed that
semen quality after refrigeration improves with the addition of egg yolk, regardless of the
percentage used. According to the egg yolk percentages, after 24 h the best results were
obtained with 20% centrifuged, while after 48 h, the best results were obtained with 2%
without centrifugation.
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INTRODUCCIÓN

Muchos diluyentes tradicionales para la
criopreservación de los espermatozoides in-
cluyen yema de huevo, cuyos componentes
principales son lipoproteínas de baja densi-
dad (LDL) y fosfolípidos. La lecitina,
fosfolípido presente en la yema, disminuye
los daños provocados por la baja temperatu-
ra sobre los espermatozoides (Moreno-Avalos
et al., 2021).

Se tienen muchas similitudes entre el
semen caprino y el de otras especies domés-
ticas, así como diluyentes y curvas de enfria-
miento; sin embargo, el semen caprino re-
quiere especial atención al momento de su
crioconservación. En esta especie se presenta
una interacción negativa entre la lecitina y
una enzima presente en el plasma seminal, la
fosfolipasa coagulante, la cual transforma la
lecitina en lisolecitina, sustancia citotóxica
para los espermatozoides (Ngoma et al.,
2016). Asimismo, diversos estudios debaten
la conveniencia de centrifugar el semen para
retirar el plasma seminal y de esa forma, eli-
minar el riesgo de toxicidad generado por la
lisolecitina; sin embargo, centrifugar el semen
puede ocasionar daños en los espermatozoides
(Cabrera et al., 2005; Miro et al., 2009;
Sariozkan et al., 2010).

Teniendo en cuenta, por un lado, el efec-
to deletéreo de los derivados citotóxicos de
la yema de huevo por interacción con la enzi-

ma presente en el plasma seminal, lo cual
hace necesario la centrifugación del semen,
y por otro lado, el efecto perjudicial que pue-
de generar el proceso de centrifugado sobre
la integridad del espermatozoide, el objetivo
del presente trabajo fue evaluar la calidad
espermática luego de refrigerar el semen
centrifugado y sin centrifugar y agregando
dos proporciones de yema de huevo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Animales

Se trabajó con tres machos cabríos cru-
za Anglo Nubian x Boer pertenecientes al
Módulo Experimental de la Facultad de Cien-
cias Agrarias de la Universidad Nacional de
Loma de Zamora, ubicado en la Provincia de
Buenos Aires, Argentina. Los animales fue-
ron sometidos a un ritmo semanal de recogi-
da seminal. Se recolectaron 24 eyaculados,
de los cuales algunos fueron desechados por
tener una motilidad masal inferior a 4. De
esta manera, en el ensayo se utilizaron seis
eyaculados por macho dando un total de 18
eyaculados. Para la recogida se utilizó una
vagina artificial a una temperatura de 42-
45 °C y una hembra en celo como señuelo
para la monta. Las muestras fueron mante-
nidas a 37 °C durante un periodo no mayor a
15 minutos, tiempo suficiente para observar
la motilidad masal y luego dividirlo en tres
alicuotas para su dilución.
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Los animales se mantuvieron en el mó-
dulo experimental durante todo el estudio.
Estuvieron supervisados y controlados por el
comité institucional asesor de ética, cuidado
y utilización de animales para experimenta-
ción (Resolución N.° C.A.A./123 Expedien-
te N.° A/22.839/2017).

Dilución y Tratamientos

Se determinó el volumen, la motilidad
masal e individual de cada eyaculado para
luego dividirlo en tres partes iguales, según
tratamientos.

La dilución fue realizada con el diluyente
TCF con la siguiente formulación por 100 ml:
2 g de Tris (Sigma), 2.5 g de D-Fructosa
(Sigma), 0.90 g de Ácido Cítrico monohidrato
granular (Baker) y 1 ml de antibiótico penici-
lina-estreptomicina (Sigma).

Los tratamientos quedaron conforma-
dos de la siguiente forma:
- Semen sin centrifugar diluido con el

diluyente TCF (tris-ácido cítrico-fructosa
y antibiótico), sin yema de huevo.

- Semen sin centrifugar diluido con el
diluyente TCF con 2% de yema de huevo.

- Semen centrifugado a 1500 g durante 5
min para retirar el plasma seminal y luego
diluir los espermatozoides con el diluyente
TCF con 20% de yema de huevo.

Las muestras fueron refrigeradas a 5 °C
durante 48 h. Se evaluó la calidad espermática
a las 24 y 48 h. Los parámetros evaluados fue-
ron la viabilidad utilizando la técnica de Eosina-
Nigrosina al 5% y la integridad de membrana
plasmática mediante el Test de HOS desarro-
llado por Van der Ven et al., (1986).

Análisis Estadístico

Se trabajó con el software Infostat (Di
Rienzo et al., 2020) para los análisis estadís-
ticos. Se realizó un análisis de varianza sim-
ple (ANOVA) para un diseño en bloque com-
pletamente aleatorizado (DBCA) para un
modelo de efectos fijos. Las variables de-

pendientes fueron el porcentaje de esperma-
tozoides vivos y el porcentaje de esperma-
tozoides con integridad de membrana. Las
variables independientes fueron los tratamien-
tos. Se verificó el supuesto de Normalidad
con el Test de Shapiro-Wilks y el de Homo-
geneidad mediante el Test de Levene. Asi-
mismo, se utilizó el Test DGC para la compa-
ración de medias. En todos los casos se con-
sideró un nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Los resultados de refrigerar el semen
durante 24 h muestran que ambos tratamien-
tos con yema de huevo aumentan de manera
significativa el porcentaje de espermatozoides
vivos y con integridad de la membrana plas-
mática con respecto a los esperma-tozoides
refrigerados sin yema de huevo. Por otro lado,
no se evidenciaron diferencias estadísticas
entre los dos tratamientos con yema de hue-
vo (Cuadro 1). La evaluación a las 48 h mos-
tró las mismas tendencias (Cuadro 1).

En el análisis de los datos por cada ma-
cho se encontró que uno tuvo resultados más
bajos que los otros dos en los parámetros de
calidad seminal, tanto a las 24 como a las 48
h de refrigerado el semen. Sin embargo, es-
tas muestras, aun teniendo menor calidad, se
comportaron de igual manera con el agrega-
do de 2 y 20% de yema de huevo teniendo
mejores resultados que las muestras refrige-
radas sin yema de huevo.

DISCUSIÓN

Tradicionalmente, para preservar la ca-
lidad espermática durante la crioconservación,
se incluye yema de huevo al diluyente debido
a que esta protege al espermatozoide de los
daños que se producen durante el enfriamien-
to al interactuar directamente con la mem-
brana plasmática (Akçay et al., 2012). Sin
embargo, debido a la composición compleja
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de la yema de huevo, algunos autores plan-
tean la dificultad de evaluar sus beneficios
(Kulaksýz et al., 2010).

Para evitar el efecto tóxico causado por
las lisolecitinas presente en la yema de hue-
vo, diversos investigadores sugieren que la
eliminación del plasma seminal es beneficio-
so para la supervivencia espermática cuando
se utiliza un diluyente con yema de huevo
(Leboeuf et al., 2000; Purdy, 2006; Ustuner
et al., 2009). Por otro lado, también se plan-
tea las ventajas del centrifugado del semen,
pero dependiendo del porcentaje de yema de
huevo que se le agregue al diluyente (Cabre-
ra et al., 2005; Sariozkan et al., 2010). En
esta investigación se observaron mejores re-
sultados de viabilidad espermática y de inte-
gridad de la membrana plasmática cuando el
semen fue refrigerado con el agregado de
yema de huevo con respecto al refrigerado
sin yema de huevo. Sin embargo, no se en-
contró respuesta a la disyuntiva si conviene o
no centrifugar el semen teniendo en cuenta
el porcentaje de yema de huevo presente en
el diluyente.

En semen congelado, Ferreira et al.
(2014) encontraron mejores resultados con
10% de yema de huevo; asimismo, indican

que la presencia de plasma seminal propor-
ciona una mayor viabilidad del semen
criopreservado, datos que concuerdan con
Viana et al. (2006). No obstante, el estudio
de Ferreira et al. (2014), si bien esta realiza-
do con semen congelado, se contrapone con
los resultados observados en este trabajo don-
de a las 48 h de refrigerado se obtiene mejo-
res resultados utilizando menor porcentaje de
yema de huevo y plasma seminal.

A diferencia de los resultados del pre-
sente estudio, Azerêdo et al. (2001), Gil et
al. (2002) y Viana et al. (2006) encontraron
efectos perjudiciales en los espermatozoides
después de la centrifugación para eliminar el
plasma seminal por acción de la adición de la
yema de huevo al dilutor. Por otro lado,
Sariozkan et al. (2010) encontraron un efec-
to beneficioso de la centrifugación y la elimi-
nación del plasma seminal en la calidad del
semen caprino.

Cabrera et al. (2005) plantean que el
efecto de la concentración de yema de hue-
vo en el diluyente de congelación fue mucho
más importante que el efecto del centrifugado.
Una baja concentración de yema de huevo
(1.5%) no protegía adecuadamente a los
espermatozoides contra el daño causado por

Cuadro 1. Porcentaje de espermatozoides vivos y con integridad de membrana luego de refrigerar por 
24 y 48 h las muestras con 0% yema de huevo sin centrifugar (tratamiento 0 control), 2% 
yema de huevo sin centrifugar (tratamiento 2) y 20% yema de huevo centrifugado 
(tratamiento 20) 

  

Tratamiento 
Porcentaje de espermatozoides 

vivos 

Porcentaje de 
espermatozoides con 

integridad de membrana 
Horas de 

refrigeración 
Yema de huevo 

(%) 

24 h 0 64.3 ± 11.0a 55.7 ± 7.0a 
 2 73.7 ± 11.0b 60.0 ± 7.0b 

 20 75.0 ± 10.5b 63.2 ± 6.6b 

48 h 0 61.7 ± 12.1a 51.9 ± 8.4a 
 2 68.9 ± 9.0b 58.1 ± 5.7b 
 20 69.6 ± 11.2b 58.5 ± 7.1b 

Los valores representan la media ± DE 
a,b Letras diferentes dentro de columnas y por horas de refrigeración indican diferencia significativa (p>0.05) 
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la congelación y descongelación, ya que la
supervivencia después de la criopreservación
disminuye independientemente del lavado. La
inclusión del 12% de yema de huevo eclipsó
el efecto del lavado en el semen, lo que su-
giere que una alta concentración de yema de
huevo en el diluyente podría desactivar las
enzimas del plasma seminal, haciendo que el
lavado no sea importante.

El estudio de cómo afecta la yema de
huevo y el centrifugado a la calidad de los
espermatozoides no es actual. Ritar y Salo-
mon (2012) demostraron que el centrifugado
fue beneficioso para la supervivencia de
espermatozoides frescos o después de la con-
gelación y descongelación. Sin embargo, el
efecto beneficioso dependía de la intensidad
del procedimiento de lavado; es decir, la pro-
porción de dilución del semen antes del lava-
do y el número de centrifugaciones, donde el
lavado doble fue más efectivo que el lavado
simple. En igual sentido, Hernández-Corre-
dor et al., (2013), recomiendan que el lavado
del semen caprino se puede evitar en
diluyentes con un conteniendo de yema de
huevo menor a 1.5%, pero el lavado es una
necesidad para la concentración de yema de
huevo estándar de 10%.

Existen muchos trabajos de investiga-
ción donde se evalúa el efecto de la yema de
huevo y la centrifugación en la calidad de los
espermatozoides cuando se conservan de
manera congelada; sin embargo, es escasa la
información cuando la conservación es de
manera refrigerada, lo que hace que los re-
sultados de la presente investigación sean
relevantes.

CONCLUSIÓN

Se puede concluir que para refrigerar
espermatozoides caprinos durante 24 h el
mejor resultado se obtuvo con 20% de yema
de huevo y centrifugado (sin plasma seminal),
y para la refrigeración por 48 h, el mejor re-
sultado es con 2% sin centrifugar (con plas-
ma seminal).
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