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RESUMEN  

 

La proteína a-lactalbúmina (a-LA) es una de las principales proteínas presentes 

en la leche, comprendiendo el 20 % del total de las proteínas del suero. Pesee 

cuatro puentes disulfuro, además, es fundamental  en para la biosíntesis de 

lactosa. La a-lactalbúmina es una proteína con una alta proporción de 

aminoácidos esenciales como el triptófano, lisina y cisteína comparada con 

otras proteínas de la leche. Las proteínas del suero son utilizadas en la 

industria alimentaria principalmente debido a su valor nutritivo y a sus 

propiedades funcionales. Las propiedades funcionales más importantes de 

estas proteínas son solubilidad, viscosidad, formación de gel, emulsificación, 

espumado y como muchas otras albúminas, capacidad de formación de 

nanopartículas, las cuales se definen como dispersiones de partículas o 

partículas sólidas con un diámetro en un intervalo de 10 a 1000 nm. Las 

nanopartículas de proteína poseen interesantes propiedades fisicoquímicas 

como tamaño, potencial de superficie,  equilibrio hidrofóbico-hidrofílico, 

liberación controlada y características de degradación de las partículas. Éstas 

también son biodegradables, no antigénicas, metabolizables y fácilmente 

modificables al alterar la superficie y fijar covalentemente otras moléculas. 

Estas son algunas de las razones para considerar a las nanopartículas de 

proteína como potenciales acarreadores de ingredientes bioactivos como 

péptidos, vitaminas , antioxidantes, etc. Hay dos métodos para la preparación 

de nanopartículas de proteína: emulsificación y desolvatación. Los métodos 

basados en emulsificación tienen la desventaja en el uso de disolventes 

orgánicos para la remoción de los residuos lipídicos y los emulsificantes 

utilizados en el proceso. Una alternativa es el método de desolvatación, el cual 

se deriva del método de microencapsulación  por  coacervación. Este método 

toma ventaja de la desolvatación que ocurre después de la adición de un 

agente desolvatante (alcohol, acetona o una sal inorgánica) a altas 

concentraciones.  Esta adición normalmente conduce a la coacervación y se 

microcapsulas son formadas por este proceso.  Sin embargo, si la adición del 

agente desolvatante  se suspende poco después de la separación  de fases, 

las moléculas se encuentran estrechamente empacadas y una conformación 
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enrollada se puede fijar con glutaraldehído, así  ésta estructura se puede 

mantener y dar  lugar a la formación de nanopartículas. La mayoría de las 

nanopartículas preparadas por este método poseen tamaño subcelular y por lo 

tanto, tienen potencial para liberar compuestos funcionales especialmente poco 

solubles como lípidos o antioxidantes hidrofóbicos dentro de las células.  Las 

propiedades de las nanopartículas de proteína preparadas por el método de 

desolvatación son afectadas por muchos factores como pH, temperatura, 

velocidad de agitación. Sin embargo, otros factores como los pretratamientos 

dados a la proteína también son importantes. Se ha visto que tratamientos con 

alta presión hidrostática (HHP) tiene una fuerte influencia sobre la estructura y 

las propiedades funcionales de la a-lactalbúmina, así que es posible que la 

capacidad de formación de nanopartículas también se vea afectada. Además, 

el tipo de agente desolvatante, tratamiento térmico  o el tratamiento con HHP 

previo  al proceso de desolvatación son parámetros que pueden influenciar la 

estructura y propiedades de las nanopartículas de a-lactalbúmina.  



 

 

ABSTRACT 

 

Bovine α-lactalbumin is one of the main proteins in cheese whey, making up 

approximately 20 % of the total protein. It is then, quantitatively, the second 

most important protein in whey possesses four intramolecular disulfide bonds 

without free thiol groups and has a fundamental role in lactose biosynthesis. α-

lactalbumin is a protein with relatively high proportions of essential amino acids 

such as tryptophan, lysine and cysteine compared to other milk proteins. Whey 

proteins are commonly used in the food industry due to their nutritive value and 

functional properties. The most important functional properties of these proteins 

are solubility, viscosity, gel formation, emulsification, foaming and like many 

other albumins, nanoparticle formation capacity. Nanoparticles of bovine α-

lactalbumin prepared by desolvation and ensuing glutaraldehyde crosslinking 

are promissing Carriers for bioactive compounds in foods. The objective of this 

work was to study the effect of the kind of desolvating agent (acetone, ethanol 

or isopropanol) and the use of a heat or high pressure treatment step previous 

to the desolvation process on the structure and properties of α-lactalbumin 

nanoparticles. In all cases, a high average particle yield of 99.63% was 

obtained. Smaller sizes (152.3 nm) can be obtained with the use of acetone as 

the desolvating agent and without any pretreatments. These nanopaticles with a 

pI of 3.61 are very stable al pH values above 4.8, based on their zeta potential, 

although their antioxidant activity is weak. The use of isopropanol produced the 

biggest nanoparticles (293.4-324.9 nm) in all cases. All the types of 

nanoparticles are easily degraded by the proteolytic enzymes assayed, so the 

design of stabilizing coatings could be necessary for an adequate targeted 

bioactive compounds delivery. 
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1. Introducción 

1.1 Nanotecnología 

Los organismos vivos no son sólo un conjunto de materiales a escala 

nanométrica: sus átomos y moléculas están organizados en estructuras 

superiores y sistemas dinámicos que son el resultado de millones de años de 

evolución.  Iones con un diámetro de 0.1 nm como sodio y potasio generan 

impulsos nerviosos. El tamaño de biomoléculas (azucares, aminoácidos, 

hormonas y ADN) están en el orden de los nanómetros. La mayoría de las 

moléculas de proteínas y polisacáridos tienen dimensiones nanométricas. Cada 

organismo en la tierra existe por la presencia, ausencia, concentración, 

localización e interacción de estas nanoestructuras. La naturaleza hace 

extensivo el uso de los principios de autoensamblaje para crear estructuras a 

escala nanométrica. Mas que requerir grandes cantidades de energía libre para 

la creación y ensamblaje, las nanoestructuras se forman a través de una serie 

de procesos optimizados que permiten reducir la energía libre total al minimizar 

la energía de activación requerida.      

Nanociencia  y nanotecnología se definen como el entendimiento y la 

manipulación de materiales a escalas atómica, molecular y macromolecular. 

Además, la nanotecnología involucra la investigación y desarrollo de tecnología 

en un intervalo de 1 a 100 nm y la creación y uso de estructuras que poseen 

propiedades novedosas debido a su tamaño.  La mayor superficie de área por 

masa comparada con partículas de mayor tamaño permite obtener partículas 

más activas biológicamente (Oberdörster, 2005). Estas tecnologías emergentes 

han mostrado un gran potencial en el desarrollo de alimentos funcionales, 

como la liberación de compuestos bioactivos para mejorar la salud (Chen, 

Weiss y Shahidi, 2006). Los principales productos diseñados con 

nanotecnología son para el cuidado de la salud, seguidos por los electrónicos, 

así como para el hogar y jardín. Estados Unidos tiene el mercado líder en éste 

rubro, teniendo tres veces más nanoproductos  en el mercado que Asia y 

Europa (ElAmin, 2006a).  
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La mayor parte de investigaciones en nanotecnología se centran en el 

desarrollo y aplicaciones a biociencias e ingeniería, por lo tanto es necesario 

implementar el uso de estrategias para aplicar la nanotecnología a la industria 

alimentaria. El procesamiento de alimentos es una industria multitecnológica, la 

cual involucra una gran variedad de materias primas, altos requerimientos de 

bioseguridad y procesos tecnológicamente bien regulados. Las cuatro áreas 

principales en la producción de alimentos que pueden beneficiarse con la 

nanotecnología son el desarrollo de nuevos materiales funcionales, 

procesamiento a microescala y nanoescala, desarrollo de productos, y diseño 

de métodos e instrumentación para mejorar la seguridad y bioseguridad de los 

alimentos (Weiss, 2006). La Figura 1, muestra las posibles aplicaciones de la 

nanotecnología en la industria alimentaria. 

 

 

 

 

 

                                   

 

 

 

Figura 1. Aplicaciones de la nanotecnología en la industria alimentaria. 

 

 

Transferencia 

calor/masa 

Reacciones a 

nanoescala en 

ingeniería  

Nano 

biotecnología  

Síntesis 

molecular 

Liberación 

Materiales 

nanoestructu-

rados 

Nanopartículas  

Nano-emulsiones 

Formulación 

Empaques 

Nanotrazadores  Nanosensores  

Nano-compuestos 



 3  

1.2 Aplicaciones de la Nanotecnología en la Industria Alimentaria 

La nanotecnología ha sido llamada la siguiente revolución en muchas 

industrias, incluyendo procesamiento y empacado de alimentos. Las 

aplicaciones de la nanotecnología en la industria de alimentos incluye sistemas 

de liberación de nanopartículas (micelas, liposomas, nanoemulsiones, 

nanoparticulas biopoliméricas y cubosomas), seguridad alimentaria y 

bioseguridad (nanosensores) y nanotoxicidad (Chen et al., 2006; HSE, 2006; 

IFST, 2006; Maynard, 2006). En todo el mundo, las ventas de productos 

alimenticios y bebidas que incluyeron nanotecnología en su proceso de 

empacado aumentaron de 150 mdd en el 2002 a 860 en el 2004, y se espera 

que se eleve a 20400 mdd en el 2010 (Fletcher, 2006a; Kaiser).  

Se ha resaltado la influencia de las propiedades del material del alimento a una 

escala nanométrica sobre su biodisponibilidad y valor nutricional (Blundell y 

Thurlby, 1987; Aguilera, 2005). También se ha investigado la relación entre la 

morfología de los  materiales y sus propiedades fisicoquímicas (Losche, 1997) 

por ejemplo: biopolímeros en soluciones, geles y películas  (Chinnan y Park, 

1995; Janaswamy y Chandrasekaran, 2005). Las nanoestructuras funcionales 

pueden incorporar moléculas biológicas, las cuales son útiles en el desarrollo 

de biosensores que pueden utilizar azucares o proteínas como grupos de 

reconocimiento (Charych et al., 1996).  

 
En suma, existen una gran variedad de potenciales aplicaciones de la 

nanotecnología  en la industria alimentaria por ejemplo:  

a) Asociación de coloides, micelas, vesículas, bicapas, micelas inversas y 

cristales líquidos, los cuales son usados para encapsular y liberar 

ingredientes funcionales ya sea polares o no polares (Garti et al., 2004, 

2005; Golding y Sein, 2004; Flanagan y Singh, 2006). 

b) Nanoemulsiones, con un diámetro de gota de entre100 y 500 nm  y dentro 

de ella se pueden encapsular ingredientes funcionales tanto  en el interior 

de la gota, la región interfacial y la fase continua (McClements, 2004). 

c) Emulsiones múltiples nanoestructuradas, como sistemas de encapsulación 

y liberación, los ejemplos más comunes  son aceite-en-agua-en-aceite y 

agua-en-aceite-en-agua (Garti y Benichou, 2001, 2004). 
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d) Emulsiones multicapa nanoestructuradas, para su utilización como sistemas 

de liberación. El sistema consiste en gotas de aceite (centro) rodeadas de 

capas, las cuales tienen un espesor del orden de nanómetros (la 

cubierta/caparazón) formadas por diferentes polielectrólitos (Gu et al., 2005; 

Mun et al., 2005; Guzey y McClements, 2006).  

e) Partículas biopoliméricas, para encapsular ingredientes funcionales. Este 

tipo de partículas se pueden producir usando biopolímeros como proteínas 

o polisacáridos (Chang y  Chen, 2005; Gupta y Gupta, 2005; Ritzoulis et al., 

2005).   

f) Nanoláminas. Éstas consisten en dos o más capas de material con 

dimensiones nanométricas de 1 a 100 nm de espesor por capa, las cuales 

están unidas unas a otras física o químicamente (Decher  y Schlenoff, 

2003). Esta tecnología permite la elaboración de películas comestibles con 

múltiples aplicaciones en la industria alimentaria, como su uso en vegetales, 

frutas, carne, chocolate, dulces, productos de panadería y papas fritas 

(Morillon et al., 2002; Cagri et al., 2004; Cha y Chinnan, 2004; Rhim, 2004).    

g) Nanopartículas biopoliméricas, uno de los principales usos para este tipo de 

partículas es la formación de polímeros biodegradables a los cuales se les 

ha encontrado una gran variedad de aplicaciones en el campo de la 

biomedicina, como la utilización de hilos biodegradables que eliminan la 

necesidad de quitar los puntos de sutura, así como la encapsulación y 

liberación de una gran variedad de compuestos como medicamentos, 

vacunas y proteínas (Weiss, 2006).  

h) Polisacáridos / nanocompuestos de arcilla. Éstas son preparaciones de 

arcilla que contienen películas de carbohidrato 

(http://www.pre.wur.nl/UK/Research/ Food+Structuring/Microstructured/). 

Estas capas son impermeables al agua y solo puede migrar a través de la 

matriz de polisacárido, como consecuencia, la película de polisacárido con 

nanocompuesto  reduce sustancialmente la migración de vapor de agua. 

i) Nanopartículas a base de proteína. Se han empezado a aplicar en la 

industria alimentaria, debido a su tamaño subcelular. Las nanopartículas 

ofrecen mejorar la biodisponibilidad de compuestos nutracéuticos. También 

se ha visto que ciertas proteínas globulares de la leche (α-lactoalbúmina) 



 5  

puede ser un excelente material para formar éste tipo de estructuras 

(Kawashim, 2001).  

j) Algunos ejemplos sobre investigación en nanotecnología, nanoproductos y 

aplicaciones de nanotecnología  en relación a la industria alimentaria  

(principalmente de 2004 a 2006) se resumen en la Tabla 1. Esta muestra 

que la nanotecnología ha sido aplicada exitosamente a varios procesos 

como la purificación de agua, ruptura de pared celular, liberación lenta de 

sustancias activas, microencapsulación, deodorización, desinfección, acción 

antimicrobiana y antifúngica las cuales conllevan a un incremento de la vida 

de anaquel. Estas aplicaciones están divididas en varias categorías, las 

cuales incluyen procesamiento de alimentos, liberación de sustancias 

activas, empacado, seguridad y uso de sensores, en los cuales se han 

utilizado diferentes tipos de materiales (membrana, nanocápsula, 

nanoemulsión, nanovesícula liposomal, nanopartícula, nanotubo, 

nanoesfera, material nanocerámico, nano-arcilla, o nanoacable). 

 

Cuadro 1. Ejemplos de investigación en nanotecnología, nanoproductos y 
aplicaciones de la nanotecnología con respecto a la industria alimentaria. 

 

 

 

 

 

 

Procesamiento 

de Alimentos 

 

 

 

 

 

 

 

• Desarrollo de alimentos y bebidas interactivos que 

presentan sabor y color deseados (liberación según 

la demanda) por la adición de nanocápsulas las 

cuales se abren a diferentes frecuencias de 

microondas. 

• Aplicación de la nanotecnología en purificación y 

tratamiento de agua, enfocándose en las áreas de 

membranas y procesos de membrana, desinfección 

y remoción de contaminantes. 

• Desarrollo de formulaciones a escala nano de 

diferentes hierbas tradicionales al reducir a tamaño 

nano los polvos o emulsiones de las hierbas como la 

micronización de la espora de Ganoderma a  un 

polvo ultrafino resultando en una ruptura de las 

paredes celulares y la liberación de ingredientes 
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potencialmente activos. 

• Refinación de aceite para freír por un dispositivo 

catalítico (hecho de material nanocerámico) inhibe la 

polimerización por calor y elimina los olores 

indeseables. 

• Diseño de tubos huecos hechos de proteína de 

leche por autoensamblaje tienen potencial para ser 

usados como ingredientes novedosos para 

incrementar la viscocidad, gelificación, 

nanoencapsulación y propósitos de liberación 

controlada.   

 

 

 

 

 

 

 

Empaques 

• Adición de nanopartículas (plata, dióxido de titanio, 

dióxido de silicio y nano-arcilla) dentro de los 

empaques para asegurar la protección de los 

alimentos al modificar el comportamiento de 

permeación de las hojuelas, deodorizando,  

incrementando las propiedades de barrera, 

bloqueando la luz uv, mejorando las propiedades 

mecánicas y de resistencia al calor, y desarrollando 

superficies antimicrobianas y antifúngicas.  

• Incorporación de nanocompuestos de Nylon que 

ofrecen barreras al flujo de oxígeno y dióxido de 

carbono y han sido usados en empaque para 

alimentos (botellas de multicapas PET para cerveza 

y otras bebidas alcohólicas) lo que permite mantener 

la frescura y bloquear olores.     

 

Liberación de 

Sustancias 

Activas 

• Mejoramiento de la solubilidad de compuestos al 

incorporar nanopartículas de algunos ingredientes 

funcionales  (carotenoides, fitoesteroles y 

antioxidantes) que al ser dispersados en agua o 

bebidas de frutas mejoren su absorción.  
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• Uso de micelas (nanocápsulas) como acarreadores  

de aceites esenciales, sabores, antioxidantes, 

coenzima Q10, vitaminas, minerales y fitoquímicos  

que mejoran su biodisponibilidad. 

• Encapsulación de nanopartículas de ingredientes 

activos (polifenoles, minerales y micronutrientes) 

para protegerlos de la oxidación y reducir sabores 

indeseables en su aplicación final. 

• Obtención de nanoesferas (40 nm) de proteína de 

suero de leche, las cuales entran a las células y son 

degradadas ahí para liberar compuestos 

nutraceúticos, pueden ser usadas como 

acarreadores para administración oral de agentes 

nutraceúticos.  

 

 

 

 

 

 

Seguridad y 

Sensores 

• Desarrollo de dispositivos como el “Nanocantilever” 

(nanopuente) cubierto de proteína, el cual vibra a 

una frecuencia específica,  es una nueva clase de 

sensores de silicio ultra pequeños para detectar 

rápidamente virus, bacterias y otros patógenos 

cuando los contaminantes se ponen en contacto con 

el dispositivo, el cambio en la masa puede causar 

que el nanopuente vibre a una frecuencia diferente y 

ser rápidamente detectados. 

• Fabricación de DNA sintético etiquetado con códigos 

de color (nanocódigo de barras) que hace posible la 

identificación de patógenos en alimentos.  

• Incorporación de nanopartículas de plata en diversos 

productos desde vendajes hasta refrigeradores para 

suprimir la diseminación de bacterias y otros 

microorganismos.   

    

Fuente: Chau et al., 2007. 
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1. 3 Nanopartículas 

De la misma manera que el prefijo “micro” fue ampliamente utilizado en los 

80’s, el prefijo “nano” está siendo utilizado para describir a las actuales 

generaciones de tecnologías que permiten la reducción de tamaño (The Royal 

Society, 2004). Aunque la aplicación de partículas del orden de los nanómetros 

ha sido ampliamente utilizada en la industria farmacéutica, las nanotécnicas 

son relativamente nuevas en la industria alimentaria.  

 

Como se ha mencionado, debido a su tamaño subcelular las nanopartículas 

ofrecen la posibilidad de mejorar la biodisponibilidad de compuestos 

nutraceúticos, por ejemplo sustancias poco solubles como algunos lípidos 

funcionales (carotenoides, fitosteroles, ácidos grasos omega, etc.), 

antioxidantes naturales y muchos otros ingredientes activos utilizados en 

alimentos.  

 

Estas nanoestructuras pueden incrementar dramáticamente el tiempo de 

residencia del compuesto en el tracto gastrointestinal (GI) al disminuir la 

influencia de los mecanismos de limpieza intestinal e incrementando la 

superficie disponible para interactuar con el componente biológico (Arbos y col., 

2002). Este tipo de estructuras puede penetrar profundamente dentro de los 

tejidos a través de los capilares y pueden ser tomados efectivamente por las 

células (Lamprecht y col., 2004).  En la Figura 2 se muestran algunos 

mecanismos de absorción de moléculas bioactivas. 
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Figura 2. Representación esquemática de los diferentes mecanismos de 
absorción de moléculas bioactivas.   
 

 

 

Moléculas Bioactivas 

BM 

Nanopartículas  Micropartículas  Geles  

Absorción  

Difusión  

Degradación  

Esófago  

Estómago  

Colón transverso 

Colón descendente 

Absorción  Circulación 

general 

Colón sigmoide 

Recto  

Intestino delgado 

Colón ascendente Absorción  



 10  

1.4 Nanopartículas de Proteína 

 

Entre los diferentes materiales naturales o sintéticos de los que pueden 

obtenerse nanopartículas para su aplicación en la industria de alimentos, las 

proteínas son particularmente interesantes por que pueden prepararse 

fácilmente y la distribución de tamaño puede ser monitoreada (MacAdam y col., 

1997). Además, varias modificaciones les permiten formar complejos con 

polisacáridos, lípidos y otros biopolímeros, gracias a la estructura primaria de 

las proteínas (Weyermanna y col., 2005). En la Figura 3 se muestran imgenes 

de nanopartículas de proteína α-lactalbúmina bovina (α-LA). 

.  

   

 

 

 

 

Figura 3. Micrografías obtenidas por Microscopia de Transmisión Electrónica 
de nanopartículas de proteína (α-lactalbúmina bovina) obtenidas por el método 
de desolvatación utilizando diferentes agentes desolvatantes (A) Acetona, (B) 
Alcohol etílico y (C) Alcohol isopropilíco. (Trabajo de tesis). 

 

Uno de los métodos utilizados para la obtención de nanopartículas es el 

proceso de desolvatación, el cual se desarrollo a partir del método de 

microencapsulación por coacervación, donde las partículas en solución acuosa 

se forman por coacervación y después se estabilizan con un agente 

entrecruzador como el glutaraldehído.  

En el proceso de desolvatación (Marty y col., 1978) se utiliza un agente 

desolvatante como una sal o alcohol, el cual debe adicionarse a la solución de 

proteína lentamente. Al adicionar este factor, la estructura terciaria de la 

proteína cambiará. En el siguiente estado, las nanopartículas se formaran al 

polimerizarse por entrecruzamiento las moléculas de proteína desnaturalizada 

con un agente químico como el glutaraldehído. Con el objetivo de obtener 

A 

200000 x 

C B 

200000 x 200000 x 
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partículas dispersas y no en masa, se debe parar el sistema antes de que las 

partículas empiecen a acumularse. La turbidez del sistema también aumentará 

debido al agente desolvatante. La acumulación de partículas iniciará al 

aumentar la turbidez del sistema. La Figura 4 muestra la preparación de 

nanopartículas de α-LA de leche bovina usando etanol como agente 

desolvatante. 

 

Figura 4. Preparación de nanopartículas de α-LA por el método de 
coacervación. 

 

1.5 Proteínas de la Leche 

Las proteínas de la leche están divididas en dos grupos de acuerdo con su 

estado de dispersión: las caseínas, que representan el 80% del total, y las 

proteínas del suero, con el 20% restante, dentro de las cuales la a-lactalbumina 

representa el 3.5% del total de las proteínas de la leche (Badui, 2006).  

1.5.1 α-Lactalbúmina  

La α-lactalbúmina es por orden de importancia, la segunda proteína del suero 

(después de la β-lactoglobulina), y tiene actividad biológica, ya que es parte 

constitutiva del sistema enzimático requerido para la síntesis de lactosa, dentro 

del aparato de Golgi interacciona con la enzima β-1,4-galactosiltransferasa y se 

forma un complejo que genera la síntesis de lactosa. La lactosa se sintetiza al 

unirse la glucosa y la UDP-galactosa, y es el principal osmoregulador de la 

leche (Kuhn et al., 1990). No tiene grupos sulfhidrilo libres, pero sí cuatro 

puentes disulfuro provenientes de cistinas, lo que la hace tener 2.5 veces más 

Solución de α-LA 2% 

(NaCl 10 mM, pH 9.0) 

Agente desolvatante 

Nanopartículas de α-LA Agragados de α-LA  

Agente entrecruzador Control de turbidez 
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azufre que las caseínas. Entre sus características se cuenta su bajo peso 

molecular (14.2 kDa), está constituida por 123 aminoácidos, su alto contenido 

de triptófano y una secuencia de aminoácidos muy parecida a la lisozima del 

huevo (62.6% a nivel estructural y 35.8% a nivel de secuencia de aminoácidos), 

por lo que se considera que las aves y los bovinos tuvieron un tronco común. 

Tiene una estructura globular compacta debido a los cuatro puentes disulfuro 

(posiciones 6-120; 28-111; 61-77 y 73-91) y se desnaturaliza a 63°C, pero 

vuelva a su estado natural con el enfriamiento.  Su punto isoeléctrico teórico es 

de 4.8 y la unión de calcio es necesario para los plegamientos de la forma 

nativa y la formación de los puentes disulfuro (Chrysina et al., 2000; Boyer, 

2000). 

La α-lactalbúmina está constituida por dos subdominios: α y β. El α está 

formado por la sección amino- y carboxil- terminal de la cadena polipéptidica 

(residuos del 1-34 y del 86-123). Consiste en cuatro α-hélices denotadas como 

A (residuos 5-1), B (23-34), C (86-98) y D (105-110) y tres hélices 310 (12-16, 

101-104 y 115-119). La región más pequeña conformada por el dominio β está 

formada por una sección central de la cadena polipéptidica (residuos del 35-85) 

y abarca a tres pequeñas láminas β antiparalelas (residuos 41-44, 47-50 y 55-

56) y a una hélice 310 corta (77-80) además de algunas estructuras irregulares 

(Chrysina et al., 2000). La proteína posee dos centros hidrofobicos. Uno 

formado por las α-hélices A, B y C y contenido dentro del dominio α. El otro 

centro hidrofóbico, conocido como la caja hidrofóbica, está formado por las α-

hélices C y D y residuos del dominio β (Demarest et al., 1999).  

En la Figura 5 se observa la estructura de la α-lactalbúmina bovina y la 

secuencia de aminoácidos y se resalta el sitio de unión del calcio en la 

proteína. 
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A 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 

1:   Glu-Gln-Leu-Tre-Lis-Cis-Glu-Val-Fen-Arg-Glu-Leu-Lis-Asp-Leu-Lis-Gli-Tir-Gli-Gli 
21: Val-Ser-Leu-Pro-Glu-Tri-Val-Cis-Tre-Tre-Fen-His-Tre-Ser-Gli-Tir-Asp-Tre-Gln-Ala 
41:  Ile-Val-Gln-Asn-Asn-Asp-Ser-Tre-Glu-Tir-Gli-Leu-Fen-Gln-Ile-Asn-Asn-Lis-Ile-Tri 
61:  Cis-Lis-Asp-Asp-Gln-Asn-Pro-His-Ser-Ser-Asn-Ile-Cis-Asn-Ile-Ser-Cis-Asp-Lis-Fen 
81:  Leu-Asp-Asp-Asp-Leu-Tre-Asp-Asp-Ile-Met-Cis-Val-Lis-Lis-Ile-Leu-Asp-Lis-Val-Gli 
101:Ile-Asn-Tir-Tri-Leu-Ala-His-Lis-Ala-Leu-Cis-Ser-Glu-Lis-Leu-Asp-Gln-Tri-Leu-Cis 
121:Glu-Lis-Leu 
 

Figura 5. α-lactalbúmina bovina: (A) Estructura cristalina: en el lado izquierdo el 
dominio β (amarillo/verde) y en lado derecho el dominio α (azul/rojo) el calcio 
es representado por la esfera roja. (B) Secuencia de aminoácidos (123). Las 
cisteínas resaltadas con colores son las que forman las cuatro cistinas. 

 

El sitio de unión del calcio que posee la mayor afinidad de enlace está 

localizado en la unión de los subdominios y está compuesto de una sección 

contigua de la cadena, uniendo la hélice 310 del subdominio (residuos 77-80) y 

la hélice H3 del subdominio helicoidal (residuos 86-98). El ion de calcio es 

coordinado a tres ácidos aspárticos de la cadena lateral (Asp82, Asp87, 

Asp88), dos oxígenos de grupos carbonilo (Lis79 y Asp84) y a dos moléculas 

las cuales contribuyen con otros dos oxígenos para formar una estructura 

bipiramidal pentagonal (Stuart et al., 1986). Las distancias entre el enlace 

calcio-oxígeno son relativamente cortas: 2.4 A. El complejo es por lo tanto 

compacto y el bucle donde se encuentra el calcio unido es la parte más 

ordenada de la molécula de la α-lactalbúmina. El bucle de unión del calcio está 

cerrado por un puente disulfuro entre los residuos 73 y 91, el cual mantiene a 

A 
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los dos dominios juntos además de un segundo puente disulfuro (residuos 61-

77).  En resumen, como se mencionó antes, la estructura de la α-lactalbúmina 

es estabilizada por cuatro puentes disulfuro: 6-120, 61-77, 73-91 y 28-111. Sin 

embargo, la arquitectura global del plegamiento de la proteína  está 

determinada por la secuencia polipeptídica misma (Redfield et al., 1999). 

La α-lactalbúmina es una proteína globular compacta cuya forma asemeja a 

una elipse achatada, con dimensiones de  2.5x3.7x3.2 nm. El radio de giro de 

la holo- α-lactalbúmina nativa  es de 1.57 nm, pero en la conformación de 

glóbulo fundido tiene un radio de 1.72 nm (Kataoka et al 1997). La 

conformación de glóbulo fundido retiene significativamente su estructura en el 

dominio α, mientras que el dominio β está desordenado (Polverino et al., 2005). 

1.5.2 Estabilidad de la α-Lactalbúmina 

A bajos valores de pH la titulación de los carboxilatos lleva a un 

desplazamiento del calcio  por protones. A temperatura ambiente y baja fuerza 

iónica, la apo-α-lactalbúmina sufre una transformación conformacional al 

estado de glóbulo fundido, la cual carece de una estructura terciaria fija, pero 

mantiene mucha de su estructura secundaria. Este clásico estado de glóbulo 

fundido, ha sido muy estudiado por que se considera un prototipo de las 

proteínas parcialmente plegadas. La transición de la desnaturalización de la α-

lactalbúmina depende de la concentración de los iones metálicos, 

especialmente calcio. La temperatura de la desnaturalización de la holo- α-

lactalbúmina es de 63°C y para su forma apo es 27°C (Hendrix, 2000). 

Una de las características más notables de esta proteína como modelo para los 

estudios de plegamiento es la alta estabilidad que presenta su estado de 

glóbulo fundido (Kuwajima,1989), la cual se puede observar bajo las siguientes 

condiciones (Kuwajima,1989): 1) un equilibrio de un intermediario parcialmente 

desdoblado a una concentración moderada de un desnaturalizante fuerte 

[cloruro de guanidino hidratado(GdnHCl) o urea], 2) un estado ácido-

desnaturalizado  y 3) un estado parcialmente desdoblado producido por la 

eliminación del calcio de la molécula a pH neutro y a baja concentración de sal. 

Las características estructurales conocidas del glóbulo fundido son: 1) una 

estructura secundaria como la de la proteína nativa, 2) una estructura 
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compacta que comprende solo del 10-20% del radio total de la molécula nativa 

y 3) la ausencia de una estructura terciara al no haber interacciones especificas 

con los aminoácidos de las cadenas laterales (Kuwajima,1989). 

Muchas de las propiedades de este tipo de proteínas se pueden modificar por 

medio de tratamientos térmicos o de altas presiones hidrostáticas. 

1.6 Tecnología de Altas Presiones Hidrostáticas (HHP) 

Los cambios en estructura molecular originan cambios en las propiedades 

estructurales y funcionales de las proteínas, como la gelificación, emulsificación 

y espumado, así como la solubilidad, viscosidad y adsorción de agua (Yang et 

al., 2001; Needs et al., 2000).     

Aunque los primeros estudios sobre la aplicación de alta presión (HP) en la 

industria alimentaria fueron realizados a finales del siglo XIX (Hite, 1899) no fue 

sino hasta los 70s cuando hubo un desarrollo en esta tecnología, ya que 

anteriormente se carecía del equipo apropiado. En 1990 el primer alimento 

tratado con HP, una jalea de fruta con tratamiento HHP se introdujo en el 

mercado japonés (Mertens y Deplace, 1993). Recientemente, otros productos 

tratados con HP han sido lanzados al mercado, incluyendo ostras en EUA, jugo 

de naranja en Francia y guacamole en México y California. 

El procesamiento de alimentos por HP ofrece grandes ventajas sobre los 

tratamientos térmicos tradicionales, como efectos antimicrobianos sin cambiar 

la calidad nutritiva y sensorial de los alimentos. La mayor ventaja para el 

procesamiento y conservación de los alimentos es la significativa eliminación 

de tratamientos térmicos, disminuyendo así, la degradación  térmica de los 

componentes de los alimentos: alta retención de sabor, color y valor nutritivo, 

tratamiento uniforme e instantáneo del producto bajo presión, reducción del uso 

de aditivos químicos y el desarrollo de nuevos productos, debido a la creación 

de nuevas textura, sabores y propiedades funcionales (Datta y Deeth, 1999). 

Esta tecnología se basa en la exposición de alimentos a HP por diferentes 

periodos de tiempo. Las presiones de operación van desde los 200 hasta los 

800 MPa y los tiempos de procesamiento varían desde algunos segundos 

hasta varios minutos. Los equipos HP pueden generar la presión por métodos 
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directos o indirectos y utilizando principalmente agua como medio para 

transmitir la presión. Otros fluidos se han usado para trasmitir la presión dentro 

del contenedor incluyendo glicerol, aceites comestibles y emulsiones de aceites 

comestibles con agua  (Meyer et al., 2000; Mertens y Deplace, 1993). Este es 

un proceso no térmico que involucra incrementos menores de temperatura por 

el proceso mismo de la presurización, por ejemplo, para un proceso de 600 

MPa el incremento de la temperatura del agua pura es de aproximadamente 

15°C. Normalmente, estos equipos poseen un sistema de control de 

temperatura (Denys et al., 2000).   

Es de particular interés, en el procesamiento de alimentos conocer el efecto de 

las HP sobre las proteínas. En su estado nativo las proteínas son estabilizadas  

por enlaces covalentes (incluyendo puentes disulfuro), interacciones 

electrostáticas (grupos polares), puentes de hidrogeno e interacciones 

hidrofobicas. Los enlaces covalentes no son afectados por el tratamiento de 

HP, al menos a temperaturas relativamente bajas (0-40°C), es decir, la 

estructura primaria de las proteínas permanece intacta durante los tratamientos 

HHP (Mozhaev, 1994; Chapleau et al., 2004).  

 

Por otra parte, a altas presiones ocurren cambios en la estructura secundaria y 

se presenta una desnaturalización irreversible, debido a que los puentes de 

hidrógeno se rompen con las altas presiones (Hendrickx, Ludikhuyze, Van den 

Broek y Weemaes,1998; Chapleau et al., 2004). A presiones por arriba de 200 

MPa se observan cambios significantivos en la estructura terciaria de las 

proteínas debido a cambios en las interacciones aniónicas e hidrofobicas 

(Hendrickx et al., 1998; Huppertz et al., 2004).  Los enlaces iónicos en 

soluciones acuosas se desestabilizan por la presión (Gross & Jaenicke, 1994). 

Las interacciones alifáticas entre grupos aromáticos se caracterizan por un 

incremento en el volumen, por lo tanto, se desestabilizan a presiones 

incrementadas  (Mozhaev et al., 1994). Las proteínas multiméricas que están 

unidas por enlaces no covalentes, se disocian a relativamente bajas presiones 

(≅ 150 MPa), por consiguiente, hay una pérdida de la estructura cuaternaria.  
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La desnaturalización de las proteínas por HHP es un fenómeno complejo, ya 

que los cambios producidos en la estructura de las proteínas dependen de 

varios factores como la temperatura, composición del disolvente, pH, fuerza 

iónica, así como de la estructura nativa de la proteína, la presión y el tiempo de 

tratamiento (Tedford y Schaschke, 2000). Estos cambios en estructura 

molecular altera sus propiedades físicas como la solubilidad y la viscosidad e 

influencia la funcionalidad de la proteína como en procesos como gelificación, 

emulsificación y espumado (Krěsić et al., 2006). 

 

Las proteínas del suero son ingredientes alimenticios muy importantes debido a 

sus propiedades funcionales. El tratamiento con HHP es conocido por inducir 

cambios en las propiedades funcionales de algunas proteínas  para diferentes 

aplicaciones alimentarias (López-Fandiño, 2006). Una de los componentes mas 

importantes de las proteínas del suero es la proteína α-lactalbúmina ( α-LA). En 

cuanto a los tratamientos de HHP sobre esta proteina, se ha observado que es 

más estable que la β-lactoglobulina. El desplegamiento reversible de la 

proteína inicia a los 200 MPa y pierde su estructura nativa irreversiblemente a 

los 400 MPa, comparándola con los 50 y 150 MPa, respectivamente para la β-

lactoglobulina (Tanaka y Kunugi, 1996). La α-lactoalbúmina presenta un estado 

de glóbulo fundido en un intervalo de 200 a 400 MPa (Jonas, 2002). Los 

diferentes comportamientos de ambas proteínas pueden explicarse por sus 

diferencias en su estructura secundaria, que lleva a una alta hidrofobicidad en 

la β-lactoglobulina y por el número de enlaces disulfuro (4 en la α-

lactoalbúmina y 2 en la β-lactoglobulina) y los sitios de unión de calcio (Tanaka 

and Kunugi, 1996). De hecho, el calcio estabiliza a la proteína en tratamientos 

donde la presión llega a 200 MPa (Dzwolak et al., 1999; Hosseini-nia et al., 

2002). La presión induce la formación de polímeros. En mezclas de α-

lactalbúmina y β-lactoglobulina y debido a los grupos SH- libres en la molécula 

de β-lactoglobulina, esta proteína puede promover la oligomerización de la α-

lactolbúmina lo que resulta en la formación de un complejo heterogéneo de 

oligomeros, probablemente compuestos de varios cientos de moléculas de α-

lactalbúmina y β-lactoglobulina (Jegouic et al., 1997; Grinberg y Haertlé, 2000). 
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Sin embargo, la α-lactalbúmina no forma polímeros cuando se somete a 

tratamientos térmicos sola (Schokker et al., 2000).  

 

En cuanto a las propiedades funcionales de la α-lactalbúmina (solubilidad, 

capacidad espumante, capacidad emulsificante), éstas mejoran con 

tratamientos de HHP. Un tratamiento a 600 MPa, 55°C por 10 minutos 

incremento la solubilidad de la α-lactalbúmina en un 5.75%, la capacidad 

espumante en un 62.23%, la estabilidad de la espuma en un 19.39%, el índice 

de actividad emulsificante 4.5% y la estabilidad de la emulsión con un 24.8%, 

cuando la muestra tratada fue reconstituida a pH 7 (Rodiles et al., 2008).  

 

 

1.7 Actividad Antioxidante 

 

Las reacciones de oxidación en alimentos conllevan al deterioro de la calidad 

de algunos atributos de los alimentos como aroma, sabor, textura y color. Los 

principales objetivos de las reacciones de oxidación en los alimentos son los 

lípidos y las proteínas.  Sin embargo la habilidad de las proteínas para 

interactuar con los radicales libres en alimentos puede llevar al desarrollo de 

novedosas tecnologías antioxidantes sí las proteínas pudieran ser utilizadas 

para inhibir las reacciones oxidativas.  El número de tecnologías antioxidantes 

en alimentos es limitado y puede disminuir aún más al incrementar la demanda 

de productos “todo natural”, así que nuevas tecnologías en la materia son 

claramente necesarias (Elias et al., 2008).  

 

La habilidad de las proteínas para inhibir la oxidación lipídica las hace 

componentes importantes como defensa antioxidante y podrían utilizarse como 

aditivos en alimentos al introducirse como péptidos o proteínas con actividad 

antioxidante o utilizarse para encapsular a un antioxidante.  

 

Hay muchos estudios que demuestran la habilidad de las proteínas  para inhibir 

la oxidación lipídica en alimentos. Se ha demostrado que proteínas como las de 

la leche, plasma sanguíneo y soya tienen actividad antioxidante (Shantha y 

Decker, 1995). Los concentrados de proteína de suero mostraron tener 
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actividad antioxidante en carne de res cocinada (Shantha y Decker, 1995). 

Además, se encontró que las proteínas del suero de leche inhiben la oxidación 

lipídica en emulsiones de aceite en agua (Taylor y Richardson, 1980; Allen y 

Wrieden, 1982 a y b; Donnelly et al., 1998; Tong et al., 2000; Elias et al., 2005).  

 

Los péptidos también pueden inhibir la oxidación en alimentos. Se ha 

demostrado que el suero de leche, caseína, soya e hidrolizados de clara de 

huevo pueden proteger a los alimentos contra la oxidación, por ejemplo a la 

carne de res, el cerdo y el atún  (Sakanaka y Tachibana, 2006; Diaz et al., 

2005; Sakanaka et al., 2005; Pena-Ramos y Xiong, 2003). Se ha visto que los 

péptidos obtenidos de la digestión de las proteínas de la leche poseen actividad 

antioxidante. Dichos péptidos están compuestos de entre 5 y 11 aminoácidos 

que incluyen en su secuencia aminoácidos hidrofobicos como Pro, His, Tyr o 

Trp (Pihlanto 2006).  La capacidad antioxidante del triptófano y la tirosina 

puede ser explicada por la capacidad de donar electrones por parte de sus 

grupos fenólico e indólico. 
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2. Justificación  

La nanotecnología se ocupa de la caracterización, fabricación y manipulación 

de estructuras biológicas y no biológicas menores a los 100 nm, debido a que 

se ha demostrado que las estructuras de este tamaño poseen propiedades 

funcionales únicas y novedosas. Como consecuencia de lo anterior, el interés 

en el campo de aplicación en ésta área de investigación  se ha incrementado 

grandemente en los últimos años. 

Los beneficios potenciales de la nanotecnología han sido reconocidos por 

muchas industrias y ya se han fabricado productos a nivel comercial. Sin 

embargo, el uso de la nanotecnología apenas empieza a ser aceptada en la 

industria alimentaria, desde la seguridad de los alimentos hasta la síntesis 

molecular de nuevos productos e ingredientes.  

En el pasado, las proteínas del suero lácteo eran consideradas como un 

desecho en la fabricación de quesos, pero actualmente son usadas en la 

formulación de muchos alimentos por su alta calidad nutritiva y sus 

propiedades funcionales.  También, se ha demostrado que ciertas proteínas 

globulares de la leche (α-lactalbúmina) pueden formar nanopartículas  bajo 

condiciones apropiadas. Las aplicaciones de este tipo de estructuras han 

despertado interés en diferentes áreas como en la encapsulación de varios 

compuestos entre los cuales se encuentran saborizantes, medicamentos o 

prebióticos. Lo anterior podría ser útil para acarrear compuestos de liberación 

dirigida. Además, de prevenir el deterioro o pérdida de éstos. Desde el punto 

de vista comercial, los altos costos que implican purificar a una proteína del 

suero como la α-lactalbúmina  hacen que la aplicación de la α-lactalbúmina sea 

destinada solo para algunos productos. Así que, la fabricación de 

nanopartículas de α-lactalbúmina permitiría la utilización de ésta proteína en 

una amplia gama de aplicaciones. Debido a que la α-lactalbúmina es una 

proteína presente en la leche su utilización podría centrarse en la industria 

farmacéutica y de alimentos. 

Además, que la aplicación de altas presiones hidrostáticas modifican la 

estructura y las propiedades funcionales de la α-lactalbúmina podría 

considerarse que su capacidad para formación de nanopartículas también se 

ve alterada, pudiéndose obtener nanoestructuras con propiedades novedosas. 
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3. Hipótesis  

 

El tratamiento con HHP combinado con diferentes valores de temperatura 

menores a 60°C al alterar la estructura secundaria y terciaria de la α-

lactalbúmina también podrán alterar su capacidad de formación de 

nanopartículas y algunas de las propiedades de éstas.   

 

 

4. Objetivo General 

 

Estudiar el efecto de la HHP combinadas con temperaturas menores a 60°C de 

la α-lactalbúmina sobre la capacidad de formación de nanopartículas y algunas 

otras propiedades fisicoquímicas. 

 

4.1 Objetivos Específicos  

 

→ Estudiar el efecto de la tecnología de la HHP a diferentes valores de 

presión, temperatura y tiempo de procesamiento sobre la sensibilidad a 

la desnaturalización por diferentes métodos de la α-lactalbúmina. 

→ Estudiar el efecto de la tecnología de la HHP a diferentes valores de 

presión, temperatura y tiempo de procesamiento sobre la capacidad de 

formación de las nanopartículas de α-LA obtenidas por el método de 

desolvatación. 

→ Estudiar la estructura y características fisicoquímicas de las 

nanopartículas de α-LA. 

→ Estudiar la digestibilidad por simulación del Tractogastrointestinal de las 

nanopartículas de α-LA. 

→ Estudiar la capacidad antioxidante de las nanopartículas de α-LA. 
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5. Materiales y Métodos 

 

5.1 Materia Prima 

La muestra de α-lactalbúmina bovina es proporcionada por la compañía 

norteamericana “Davisco Foods International” (www.DaviscoFoods.com) con 

sede en Minesota, Estados Unidos. El lote de producción fue el JE-027-5-410. 

La muestra contiene 97.2% de proteína base seca, de la cual 91.1 % es α-

lactalbúmina. La proteína procede de un suero lácteo dulce y fue aislada por 

cromatografía de intercambio iónico y secada posteriormente por aspersión. La 

ficha técnica menciona que la proteína se encuentra en forma nativa. En el 

Cuadro 2 se presenta el análisis químico de la misma realizado por Davisco. 

 

Cuadro 2. Análisis Químico de la proteína α-lactalbúmina bovina. 
Componente % 

Humedad  5.4 
Proteína base seca* 97.2 
α-lactalbúmina 91.1 

Grasa  0.4 
Lactosa  0.5 
Cenizas  2.3 

*Referida a proteína total. 
 
Las muestras de α-lactalbúmina tratadas con alta presión hidrostática (HHP) 

fueron preparadas por el Dr. Octavio Rodiles L. utilizando una prensa isostática 

(Engineered Pressure Systems, Inc., Haverhill, Mass., EUA) en la Universidad 

Estatal de Washington en Pullman Wa., EUA).  

 

5.2 Reactivos y Material de Laboratorio 

Se utilizaron reactivos de grado analítico y grado microscopía y material de uso 

común de laboratorio. 

 

5.3 Equipo 

Espectropolarímetro. Jasco J-715 Easton MD, EUA. 

Espectrofluorometro. Iss Mod. K2 Champagne, EUA. 

Microtomo. Leica Ultracut. EUA. 

Microscopio Electrónico de Transmisión. JEM 1010, JEOL, Japón. 

Sistema Zetasizer Nano ZS90. Malvern Instruments. Reino Unido. 
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5.4 Desarrollo Experimental 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Diagrama de desarrollo experimental. 
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5.5 Metodología (DC) 

5.5.1 Dicroísmo Circular 

Los cambios en estructura molecular a nivel de estructura secundaria y terciaria 

de la α-lactoalbúmina se evaluaron por esta técnica. Las respuestas de DC se 

obtienen generalmente en regiones del ultravioleta cercano (250-350 nm) y del 

ultravioleta lejano (180-250 nm). En la región del ultravioleta cercano los 

cromóforos más importantes son los grupos aromáticos de las cadenas 

laterales de triptófano, tirosina y fenilalanina. Estos aminoácidos se encuentran 

distribuidos en toda la macromolécula proteica, por tanto, durante los procesos 

de desnaturalización se pueden evaluar cambios a nivel de estructura terciaria. 

Los espectros de dicroísmo en la región del ultravioleta lejano, se deben 

principalmente a los enlaces amida que unen los residuos de los aminoácidos 

entre sí. La asimetría de estos cromóforos se debe al arreglo espacial de la 

cadena principal de la proteína, por lo cual, las señales de dicroísmo circular se 

pueden interpretar en términos del contenido de estructura secundaria 

presentes, es decir, del porcentaje de residuos que se encuentran en alguna 

conformación estructural (hélices α, hojas β, giros y otros tipos estructurales) 

(Lugo-Ríos, 1995). Los estudios se realizaron en un Espectropolarímetro Jasco 

J715 Easton, MD, EUA (Figura 8), ubicado en la Universidad Autónoma 

Metropolitana unidad Izatapalapa. 

 

Figura 7. Espectropolarímetro Jasco J-715. 

Los estudios de dicroísmo realizados a la α-lactalbúmina fueron a diferentes 

valores de pH (3, 5 y 7) y utilizando reguladores de fosfato con una molaridad 
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de 0.02 M. Las muestras de proteína recibieron un tratamiento previo con alta 

presión  hidrostática (HHP) bajo las siguientes condiciones: 400 MPa a 40°C 

por 10 minutos y 600 MPa a 55°C por 10 minutos, además, se utilizó  un testigo 

(proteína sin tratamiento con HHP).  

Para el estudio de DC en el UV lejano, se prepararon soluciones de las 

proteínas en estudio a una concentración de 0.15 mg/mL con el regulador de 

fosfatos específico para el pH en estudio y con una molaridad de 0.02 M. La 

solución se filtró a través de una membrana con un tamaño de poro de 0.45 

µm. Se realizó un barrido en el ultravioleta lejano de 185 a 250 nm usando una 

celda de 1 mm de paso óptico y a una temperatura de 25°C. Con el software 

del equipo  se recabó la información. Los resultados se expresan como 

cambios en Elipticidad Molar con respecto al barrido de  la luz ultravioleta. La 

Elipticidad Molar tiene como unidades grados-cm2/dmol y es simbolizada como 

(Θ). 

5.5.2 Preparación de las Nanopartículas (NPs) de α-Lactalbúmina (α-LA) 

bovina 

Las nanopartículas se obtienen por el método de  desolvatación utilizando 

diferentes agentes desolvatantes (Langer y col., 2003; Gunasekaran y col., 

2007 ; Weber y col., 2000). 

En principio, 2 g de α-LA (proteína nativa y tratada con HHP, respectivamente) 

se disolverán en 100 mL de una solución de NaCl 10 mM, pH 9 para 

convertirse en nanopartículas bajo la adición continua de un agente 

desolvatante (acetona, alcohol etílico o isopropilíco) a una velocidad de 1 

mL/min y con agitación constante a 500 rpm y temperatura ambiente. Después 

del proceso de desolvatación se adiciona glutaraldehído al 8% en agua 

(1µL/mg de proteína) para inducir la reacción de entrecruzamiento. El 

entrecruzamiento se realiza bajo agitación constante por 3 h y temperatura 

ambiente. La purificación de las nanopartículas se lleva a cabo por 5 ciclos de 

centrifugación (25000 xg, 30 min) y redispersión del pellet a su volumen original 

en la solución de NaCl 10 mM, pH 9. Al final del proceso de purificación las 

muestras se almacenan en NaCl 10 mM, pH 9 a 4°C. 
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5.5.3 Determinación de la Proteína no Ensamblada en NPs después de la 

Desolvatación (Proteína Soluble) 

 

Para la determinación del porcentaje de α-LA no deshidratada (desolvatada), 

las NPs fueron separadas del sobrenadante por centrifugación a 16,000 x g por 

20 minutos a temperatura ambiente. Se tomó una alícuota del sobrenadante 

(100µL) y se cuantificó la cantidad de α-LA libre en el sobrenadante utilizando 

el ácido bicinconínico (BCA), la mezcla se incubó a 37°C por 30 minutos, las 

muestras se analizaron espectrofotométricamente a 562 nm (Langer y col., 

2003). El contenido de proteína de las muestras se calculó con referencia a una 

curva estándar de α-LA de concentraciones conocidas. 

 

5.5.4 Microscopia Electrónica de Transmisión (MET) 

 

Las muestras para el estudio TEM se toman después de la purificación de las 

nanopartículas. Las muestras se diluyen 10 veces y 5 µL de la solución de 

nanopartículas se coloca sobre rejillas de cobre cubiertas con Formvar. La 

examinación se realiza utilizando un microscopio electrónico de transmisión 

modelo JEM1010 marca JEOL (Figura 8), operado a 60 kV. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 8. Microscopio electrónico de transmisión, modelo JEM1010 marca 

JEOL. 
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5.5.5 Caracterización de las NPs de Proteína 

 

Tamaño de partícula 

Se ha demostrado que el tamaño y distribución del tamaño de partícula son las 

características más importantes en los sistemas de nanoestructuras 

(Jahanshahi et al., 2007). 

Uno de los métodos más utilizados para determinar el tamaño de partícula es la 

difusión dinámica de luz (DLS) ésta técnica permite medir el tamaño de 

partícula en un intervalo que va de nanómetros a micrómetros. El fundamento 

se basa en que partículas pequeñas en suspensión se mueven en un patrón 

aleatorio. La observación de partículas más grandes comparadas con las 

pequeñas mostrará que las partículas de mayor tamaño de mueven mas 

lentamente que las pequeñas a la misma temperatura. Esta técnica permite 

evaluar el radio de la partícula, su peso molecular aproximado, que tan 

homogéneas son las partículas en cuanto a sus tamaños (polidispersidad) y el 

potencial zeta (Alexander y Dalgleish, 2006). 

 

Para el análisis las muestras se diluyeron (1:400) con agua destilada y se 

llevaron a sonicación  durante 20 minutos a temperatura ambiente, entonces se 

midieron a 25°C con un ángulo de difusión de 90° (Langer y col., 2003). Las 

mediciones se realizaron por triplicado. Esta determinación se lleva a cabo 

utilizando el Sistema Zetasizer Nano modelo ZS90 de Malvern Instruments. 

Ubicado en el Centro de Ciencias Aplicadas y Desarrollo Tecnológico de la 

Universidad Nacional Autónoma de México. 

  

Peso molecular 

En términos prácticos, conocer el peso de los componentes de un polímetro o, 

en este caso, una matriz de proteína como son las NPs obtenidas de α-

lactalbúmina  puede ayudar a determinar muchas de sus características físicas 

como la densidad, flexibilidad y dureza. El peso molecular de las NPs se 

determinó con la técnica de difusión estática de luz. Para la determinación de 

de ésta propiedad, la suspensión de NPs se sonicó  durante 30 minutos y se 

llevo a una concentración de 0.00002 g de proteína por litro en agua destilada. 

Esta determinación se lleva a cabo utilizando el Sistema Zetasizer Nano 
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modelo ZS90 de Malvern Instruments. Ubicado en el Centro de Ciencias 

Aplicadas y Desarrollo Tecnológico de la Universidad Nacional Autónoma de 

México. 

 

5.5.6 Potencial Zeta 

 

La principal razón para medir el potencial zeta es predecir la estabilidad 

coloidal. Las interacciones entre las partículas juega un papel importante en la 

estabilidad del coloide y el uso de las mediciones del potencial zeta para 

predecir la estabilidad es un intento para cuantificar éstas interacciones. El 

potencial zeta es una medida de las fuerzas repulsivas entre las partículas, y 

como, la mayoría de los sistemas coloidales acuosos son estabilizados por 

repulsiones electrostáticas, entre más grandes sean las fuerzas repulsivas 

entre las partículas, menos probabilidades habrá de que las moléculas formen 

agregados. Nanopartículas con un potencial zeta arriba de (+/-) 30 mV han 

mostrado ser estables en suspensión, debido a que la carga superficial 

previene la agregación de las partícula. El zeta potencial también puede ser 

utilizado para determinar si un material activo es encapsulado en la 

nanopartícula o adsorbido en la superficie (Mohanraj and Chen, 2006). 

 

Los experimentos de titulación se llevaron a cabo en un intervalo de pH entre 

3.0 y 9.0 (Langer y col., 2003). Para el análisis, la suspensión de 

nanopartículas se diluyó 1:400 con agua destilada y el pH de la suspensión se 

ajusta automáticamente por la unidad de titulación del equipo al adicionar ácido 

clorhídrico o hidróxido de sodio 0.1 N. Las mediciones se realizaron por 

triplicado. Esta determinación se lleva a cabo utilizando el Sistema Zetasizer 

Nano modelo ZS90 de Malvern Instruments. Ubicado en el Centro de Ciencias 

Aplicadas y Desarrollo Tecnológico de la Universidad Nacional Autónoma de 

México. 
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5.5.7 Hidrofobicidad Superficial 

Esta prueba permite conocer la carga global externa de una proteína. Las 

proteínas globulares normalmente en su estado nativo tienen en su exterior una 

carga hidrofílica, pero al ser desnaturalizadas, la carga exterior tiende a ser 

hidrofóbica. Esta propiedad se determinará por la técnica de hidrofobicidad 

fluorescente  empleando el reactivo ANS (sulfonato 1-anilino-8-naftaleno) (Liu, 

2005). El equipo que se utilizará es un Espectrofluorómetro  marca Iss Mod. K2 

Champaign, Ill, EUA, ubicado en la Universidad Autónoma Metropolitana 

Unidad Iztapalapa.  

Se usará la técnica propuesta por Hayakawa y Nakai (1985). Se prepararan 

soluciones de las NPs en estudio a una concentración de 2 mg/mL en 

regulador de fosfatos 0.1 M a pH 7. Se pasarán todas las soluciones por una 

unidad de filtración de 0.45 µm. se tomarán 75 µL de la suspensión de Nps y se 

le agregarán 25 µL del reactivo ANS a una concentración de 15 mM. La 

muestra se llevará a 3 mL usando el regulador de fosfatos correspondiente al 

pH de estudio dentro de una celda de 1 cm de paso óptico. Se correrá a 25°C 

con una excitación de 380 nm y una emisión de 400 a 600 nm. Utilizando el 

software del equipo se recabarán los datos de los experimentos. Se evaluaran 

los cambios en la intensidad de respuesta  con respecto a la muestra testigo. 

Los cambios en intensidad se expresaran como unidades arbitrarias. 

5.5.8 Digestibilidad de las NPs por Simulación del Tracto Gastrointestinal 

Entre una de las muchas aplicaciones de las nanopartículas, la encapsulación 

es una de las técnicas que puede tener muchas ventajas en la industria 

alimentaria, y como el objetivo es su aplicación en alimentos, sería de gran 

utilidad saber cómo se comporta este tipo de estructuras en el tracto 

gastrointestinal. El sitio de liberación específico para la liberación de la 

sustancia encapsulada dependerá de la naturaleza de ésta.  

El tracto gastrointestinal (TGI) incluye procesos fisiológicamente dinámicos y 

fisicoquímicos del estomago y del intestino delgado y grueso. Los parámetros 

fisiológicos comprenden el pH, concentración de enzimas gástricas, 
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concentraciones de sales biliares y la cinética del quimo pasando a través del 

estomago y del intestino  (Alander, M.,1999).   

 

Las nanopartículas se obtienen por el método de desolvatación previamente 

mencionado. La simulación de la digestión gástrica e intestinal se realizaron de 

acuerdo a Charteris et al., (1998) con algunas modificaciones. 

 

Para la simulación gástrica se suspende la pepsina (3g/L) en una solución de 

cloruro de sodio (0.85%) y se ajusta el pH a 2.0 con HCl concentrado. Se 

toman 0.5 mL de la suspensión de nanopartículas y 1 mL de la solución 

gástrica y se mantienen con agitación constante (150 rpm) a 37°C durante 1 h. 

La simulación intestinal se lleva a cabo al suspender pancreatina (1g/L) en una 

solución de cloruro de sodio (0.85%) a pH de 8.0. Se toman 0.5 mL de la 

suspensión de nanopartículas y 1 mL de la solución intestinal y se mantienen 

con agitación constante (150 rpm) a 37°C durante 4 h. Los cambios en la 

estructura de las nanopartículas se analizaron por Microscopia Electrónica de 

Transmisión  durante el tratamiento con jugo gástrico (1h) y del intestino 

delgado (1 y 4h), respectivamente. 

 

5.5.9 Determinación de la Actividad Antioxidante de la α-Lactalbúmina 

utilizando el compuesto ABTS+ 

 

Para la determinación de la actividad antioxidante de la α-lactalbúmina se 

utilizara el método del ABTS+. Y se llevará a cabo de la siguiente manera 

(Almajano et al., 2007): primero se prepara la solución de ABTS en solución 

salina de buffer de fosfatos (PBS) 5mM, pH 7.4, el cual se obtiene al hacer 

reaccionar 10 mL de 2,2´-Azino-bis(3-benzotiazolina-6-ácido sulfónico sal de 

diamonio (ABTS+) 7mM y 10 mL de peroxodisulfato de potasio 2.45 mM por 16 

h en ausencia de luz (Re et al., 1999). Antes de utilizar la solución, ésta se 

diluye con PBS (2.5:100) hasta que alcance una absorbancia de 0.7 a 734 nm 

en una celda espectrofotométrica de 1 cm y a 25°C. Se toman 50 µL de la 

suspensión de nanopartículas y se adicionan a la solución de ABTS+ (2mL). La 

PBS, pH 7.4 es el blanco experimental. Se procede a leer la absorbancia a 734 

nm inmediatamente después de mezclar la muestra con la solución de ABTS+, 
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para posteriormente tomar lectura de absorbancia cada minuto durante 7 

minutos. Las mediciones se realizaron por triplicado. El análogo de la vitamina 

E soluble en agua (Trolox) se utilizó como estándar. 

 

El porcentaje de inhibición se calcula a partir de los valores de la absorbancia a 

los 7 minutos y se hace la corrección para la absorbancia del disolvente. El 

cambio en la absorbancia de la muestra  se calcula de acuerdo a la ecuación 

(2): 

 

 

          (2) 

 

 

 

El porcentaje de secuestro de radicales libres se obtiene al multiplicar los 

valores de   por 100 y se compara con un testigo (sin capacidad 

antioxidante). La interpretación se basó en el desarrollo de una coloración 

azul/verde de la muestra determinando la absorbancia a 734 nm en un intervalo 

de 7 minutos. El resultado se comparó con el antioxidante considerado como 

patrón (Trolox) a una concentración de 2.5 mmol y finalmente, aplicando la 

siguiente relación se obtuvieron los mmol Equivalentes de Trolox/mL en la 

muestra en cuestión: 

 

CAT= [2.5 mmolequiv.Trolox/(∆abs1-∆abs2)]*(∆abs1-∆abs3)        (3) 

 

Donde, 

CAT: Capacidad antioxidante total 

∆abs1, ∆abs2, ∆abs3= Diferencia de la absorbancia a 734 nm a cero y 3 

minutos, para el blanco, para el Trolox y para la muestra en estudio 

respectivamente.  
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6. Resultados y Discusión 

6.1 Estudios de DC: Determinación del Impacto de la HHP en la 

Termoestabilidad de la Proteína α-Lactalbúmina 

El tratamiento previo con HHP al que fue sometida la proteína α-lactalbúmina 

(α-LA) fue el siguiente: las muestras de proteína fueron diluidas en agua 

destilada a una concentración del 5% w/v y sometidas posteriormente a los 

tratamientos con el equipo de HHP (Engineered Pressure System Inc.). Los 

tratamientos utilizados para éste estudio fueron: proteína testigo (T) sin ningún 

tratamiento con HHP, proteína tratada a 400 MPa, 40°C, 10 min (CP) y proteína 

tratada a 600 MPa, 55°C, 10 min (17). Además, se utilizaron diferentes valores 

de pH (3, 5 y 7). 

Es bien conocido que el uso de HHP induce cambios en la estructura de las 

proteínas del suero de leche que tienen como consecuencia un efecto positivo 

en las propiedades funcionales de éstas, como es el caso de la á-LA, la cual 

puede ser utilizada en diferentes alimentos (Rodiles y col., 2008). La mayoría 

de los cambios en funcionalidad (espumante, estabilidad de la espuma, 

capacidad emulsificante, estabilidad de la emulsión, etc.) de las soluciones de 

α-LA tratadas con HHP son atribuidas a las modificaciones en solubilidad. En 

las Figuras 9, 10 Y 11 se muestran las variaciones en unidades de DC de la α-

LA  (T), α-LA (CP) y la α-LA  (17) a pH 7.0 respectivamente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Cambios en la señal de DC de la α-LA (T) a pH de 7. 
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Figura 10. Cambios en la señal de DC de la α-LA (CP) a pH de 7. 

 

 

 

Tratamiento de 600 MPa
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Figura 11. Cambios en la lectura de DC de la α-LA (17) a pH de 7. 
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La Figura 10 muestra los cambios en las lecturas de DC para la α-LA tratada a 

400 MPa, pH 7 y como se puede apreciar, se ve una ligera histéresis, lo cual 

indica un cambio irreversible en su estructura secundaria. 

Todas las muestras presentaron alta termoestabilidad (valores de temperatura 

media de desnaturalización (Tm) elevados) como se puede observar en el 

Cuadro 3. El parámetro Tm incrementa al incrementar la severidad del 

tratamiento con HHP, posiblemente indicando la generación de una estructura 

más termoestable debido al tratamiento con HHP. El producto más 

termoestable fue obtenido a 600 MPa, 55°C y 10 min, a pH de 3 con un valor 

de Tm de 70.49 °C. 

Cuadro 3.Valores de temperatura media de desnaturalización (Tm) de la α-LA 
bajo diferentes condiciones de tratamiento con HHP y pH.  

Tipo de tratamiento HHP pH Valor de Tm (°C) 

T 3 61.97 

T 5 56.40 

T 7 53.12 

CP 3 66.98 

CP 5 52.40 

CP 7 53.80 

17 3 70.49 

17 5 54.52 

17 7 55.43 

T: proteína testigo; CP: proteína punto central con tratamiento con HHP (400 
MPa, 40°C, 10 min) y 17: proteína con tratamiento HHP (600MPa, 55°C, 10 
min).  

Aunque se tendrían que realizar más experimentos, estos resultados indican 

que se pueden obtener estructuras más estables y que además posean buenas 

propiedades funcionales al tratar a la proteína α-LA con HHP con el objetivo de 

incluirla en diferentes sistemas alimenticios.  
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6.2 Preparación de NPs de α-Lactalbúmina y su Análisis por MET 

La obtención de nanopartículas de α-LA se realizó por el método de 

desolvatación, utilizando diferentes agentes desolvatantes (acetona, alcohol 

etílico y alcohol isopropilíco)  y un tratamiento térmico (TT) (60°C, 30 min), 

además, se utilizó proteína nativa (sin tratamiento de HHP) y  proteína tratada 

con HHP (600 MPa, 55°C, 10 min). En las Figuras 12-17 se observan imágenes 

de nanopartículas de α-LA obtenidas por Microscopia Electrónica de 

Transmisión (MET). 

Como se observa en las imágenes siguientes, las nanopartículas (NPs) se 

muestran bien definidas, con bordes regulares y forma circular, además, se 

aprecia que las NPs poseen una estructura en general densa y uniforme, ya 

que no se observan huecos en su estructura. En lo referente a las NPs 

obtenidas a partir de α-LA tratada con HHP, éstas mostraron cierto grado de 

aglomeración en comparación con las NPs obtenidas a partir de α-LA nativa, 

las cuales se ven más separadas unas de otras.  

Aparentemente, ni la aplicación de un tratamiento térmico previo a la 

desolvatación de la α-LA ni la naturaleza del agente desolvatante (acetona, 

etanol, isopropanol) parecen tener un efecto notable sobre la morfología de las 

NPs. 
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α-LA tratada con HHP sin TT α-LA  Nativa sin TT 

Figura 12. Nanopartículas preparadas por el método de desolvatación utilizando acetona 
como agente desolvatante.  

100000X  

100000X  100000X  

100000X  

100000X  

100000X  

Figura 13. Nanopartículas preparadas por el método de desolvatación utilizando etanol como 
agente desolvatante.  

Figura 14. Nanopartículas preparadas por el método de desolvatación utilizando isopropanol 
como agente desolvatante.  
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α-LA tratada con HHP con TT α-LA  Nativa con TT 

Figura 15. Nanopartículas preparadas por el método de desolvatación utilizando acetona 
como agente desolvatante.  

Figura 16. Nanopartículas preparadas por el método de desolvatación utilizando etanol como 
agente desolvatante.  

Figura 17. Nanopartículas preparadas por el método de desolvatación utilizando isopropanol 
como agente desolvatante.  
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6.3 Proteína no ensamblada en NPs después de la Desolvatación  

 

La determinación del rendimiento de NPs se llevó a cabo por la reacción de 

proteína libre (después del proceso de desolvatación para la obtención de NPs) 

con ácido bicinconínico, en la Figura 18 se muestra la curva estándar de α-LA 

que se utilizó para la cuantificación de proteína. 

 

 

 
 
Figura 18. Curva estándar de α-Lactalbúmina 
 
 
Utilizando el método del ácido bicinconínico se determino en la preparacón de  

las nanopartículas a partir de muestras sometidas a diferentes tratamientos 

(Cuadro 4 y 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentración α-LA (µg/mL) 

A562 nm 
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Cuadro 4. Rendimiento en la preparación de NPs de α-LA (nativa y tratada con 

HHP)  sin tratamiento térmico (TT). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cuadro 5. Rendimiento en la preparación de NPs de α-LA (nativa y tratada con 

HHP)  con tratamiento térmicoTT.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como se observa en los resultados mostrados, un rendimiento por arriba del 99 

% se observa para todas las muestras, lo que índica que la mayor parte de la 

proteína en la solución inicial se ensambla en NPs, y estos resultados son 

congruentes con lo encontrado por Langer y col., (2003), que determinaron un 

rendimiento de 95% en la obtención de NPs a partir de albúmina sérica bovina 

por el método de desolvatación, utilizando etanol como agente desolvatante.   

 

 

Muestra Rendimiento (%) 

lastA 99.87 

lastE 99.88 

lastI 98.98 

HpstA 99.82 

HpstE 99.84 

HpstI 99.38 

Muestra Rendimiento (%) 

lactA 99.82 

lactE 99.89 

lactI 99.17 

HpctA 99.88 

HpctE 99.87 

HpctI 99.12 
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6.4 Tamaño de Partícula (Diámetro Hidrodinámico) de las Nanoparticulas 

de α-Lactalbúmina 

En el siguiente Cuadro (6) se muestra la relación entre las condiciones 

experimentales para la obtención de NPs y su efecto en el tamaño de dichas 

estructuras. La determinación del tamaño se hace a través de la medición del 

diámetro hidrodinámico y se define como el tamaño hipotético de una esfera 

que se difunde de una manera muy similar que la partícula que esta siendo 

analizada. En la práctica las moléculas en solución no son totalmente esféricas, 

se mueven y están hidratadas, así que el diámetro calculado a partir de las 

propiedades difusivas de las partículas será indicativo del tamaño aparente de 

una partícula dinámica e hidratada/solvatada. y se muestra también el índice de 

polidispersidad para cada muestra, dicho parámetro indica que tan polidispersa 

es una muestra, siendo valores menores a 0.5 los más confiables para una 

muestra determinada (Malvern Instruments, Inc., 2004). 

Al comparar el tamaño (Diámetro Hidrodinámico) de las NPs obtenidas de α-LA 

nativa con las NPs obtenidas de α-LA tratada con HHP y sin tratamiento 

térmico, para ambos casos, se puede ver que el uso de altas presiones sobre 

la α-LA influye en la formación de partículas de mayor tamaño cuando se utiliza 

acetona como agente desolvatante. Cuando de utilizo etanol, las NPs formadas 

presentaron el mismo tamaño. Con el uso de isopropanol como desolvatante, el 

tamaño de las NPs se ve reducido cuando las NPs se obtienen a partir de  α-LA 

tratada con HHP. Los diferentes tamaños de NPs obtenidos  se pueden atribuir 

al hecho de que el tratamiento con altas presiones provoca la exposición de 

grupos cargados del interior de la proteína y éstos interactúan de manera 

diferente con cada uno de los desolvatantes utilizados. 

Cuando se aplica un tratamiento térmico antes de la desolvatación de la α-LA, 

las NPs formadas presentan un comportamiento similar al antes mencionado 

para el caso de acetona, es decir, las NPs obtenidas de α-LA tratada con HHP 

son más grandes que las obtenidas de α-LA nativa, y este efecto se observó 

también cuando se utilizó isopropanol como desolvatante. En el caso del 

etanol, las NPs de α-LA tratada con HHP son más pequeñas que las obtenidas 

de α-LA nativa.  
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Cuadro 6. Efecto de algunos tratamientos  en el tamaño de las nanopartículas 
de α-Lactalbúmina.  

 

Muestra  

Diámetro 
Hidrodinámico 

(nm) 

 

PdI 

 

Muestra  

Diámetro 
Hidrodinámico 

(nm) 

 

PdI 

LastA (proteína 
nativa, ST, agente 
desolvatante 
Acetona) 

 

152.3 

 

0.166 

HpstA (proteína 
HHP, ST, agente 

desolvatante 
Acetona) 

 

207.6 

 

0.169 

 

LastE (proteína 
nativa, ST, agente 
desolvatante 
Etanol) 

  

 246 

 

0.214 

HpstE (proteína 
HHP, ST, agente 

desolvatante Etanol) 

 

245.8 

 

0.302 

 

LastI (proteína 
nativa, ST, agente 

desolvatante 
Isopropanol) 

 

324.9 

 

0.179 

HpstI (proteína 
nativa, ST, agente 

desolvatante 
Isopropanol) 

 

298.4 

 

0.383 

 

LactA (proteína 
nativa, CT, 

agente 
desolvatante 

Acetona) 

 

163.1 

 

0.104 

HpctA (proteína 
nativa, CT, agente 

desolvatante 
Acetona) 

 

237.3 

 

0.198 

 

LactE (proteína 
nativa, CT, 

Etanol)   

 

205.1 

 

0.121 

HpctE (proteína 
HHP, CT, agente 

desolvatante Etanol) 

 

185.6 

 

0.126 

 

LactI (proteína 
nativa, CT, agente 

desolvatante 
Isopropanol) 

 

293.4 

0.088 HpctI (proteína HHP, 
CT, agente 

desolvatante 
Isopropanol) 

 

335.3 

 

0.264 

 

CT: con tratamiento térmico (60°C, 30 min); HHP: proteína tratada con Alta 
Presión Hidrostatica (600 MPa, 55°C, 30 min); ST: sin tratamiento térmico. 

Como se observa en el Cuadro 4, el uso de los diferentes desolvatantes da 

como resultado la obtención de partículas que poseen un Diámetro 

Hidrodinámico que está en un intervalo entre 152.3-335.3 nm y estos 

resultados coinciden con lo encontrado por Weber (2000), el cual menciona la 

obtención de nanopartículas de la proteína albúmina sérica humana (HSA) 

cuyo tamaño es de 315-344 nm utilizando etanol como agente desolvatante.  
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El uso de acetona como agente desolvatante en el proceso de obtención de 

NPs de α-LA es debido a que permite la formación de partículas de menor 

tamaño, de acuerdo con Lin et al., (1993), quienes obtuvieron NPs del orden de 

90-250 nm, utilizando la proteína HSA y acetona como agente desolvatante. 

Esto coincide con los datos obtenidos en este trabajo, ya que las NPs de α-LA 

tanto, nativa como tratada con HHP obtenidas con acetona son de menor 

tamaño para la mayoría de los casos (152.3-237.3 nm), comparadas con las 

obtenidas con los otros desolvatantes (etanol e isopropanol).  

El pH elevado puede contribuir a este efecto en la reducción del tamaño de las 

partículas, aparentemente debido a un incremento en la ionización de la α-LA 

(pI= 4.8), lo que da como consecuencia la repulsión entre las moléculas e α-LA 

y la agregación durante la formación de las NPs. Además, las proteínas en 

general se encuentran con una mayor desnaturalización a pH básico, el cual 

expone los sitios reactivos para el entrecruzamiento (Kinsella y 

Whitehead,1989). 

Gunasekaran et al., (2007) estudiaron la formación de nanopartículas de β-

lactoglobulina (BLG) con acetona como agente desolvatante a pH de 9.0, 

además, se aplicó un tratamiento térmico a la proteína previo a la formación de 

las partículas, encontrando que el tamaño de las mismas se ve influenciado por 

este tratamiento térmico, ya que, cuando sometió a la proteína a 60°C por 30 

minutos se obtuvieron partículas con un tamaño promedio de 59+5 nm, 

mientras que sin tratamiento térmico el tamaño promedio fue de 127+4 nm, 

estos resultados concuerdan con los obtenidos en éste trabajo, ya que las 

partículas obtenidas de α-LA nativa resultaron ser de menor tamaño cuando se 

sometieron a un tratamiento térmico previo a la adición de etanol e isopropanol 

(de 246 a 205 y de 324 a 293 nm respectivamente), al mismo pH (9.0). No 

obstante, cuando se utilizó acetona las NPs formadas aumentaron ligeramente 

de tamaño con el tratamiento térmico (de 152 a 163). Lo cual indica que la α-LA 

es mas estable que la BLG y que el tratamiento con calor previo a la formación 

de las partículas no es suficiente para modificar el tamaño de las mismas 

cuando se utiliza acetona como agente desolvatante. Para las NPs obtenidas a 

partir α-LA tratada con HHP, solo cuando se utilizó etanol se observó un efecto 

en la disminución de tamaño de las NPs (de 245 a 185 nm). El tratamiento 
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térmico en combinación con los otros desolvatantes  permitió la formación de 

NPs de mayor tamaño (acetona de 207 a 237 nm e isopropanol de 298 a 335 

nm). 

 

6.5 Peso Molecular de las NPs de α-Lactalbúmina 

 

Conocer el peso molecular de las NPs de α-lactalbúmina permitirá tener mayor 

conocimiento de la forma en que la proteína se ensambla durante el proceso de 

formación de las NPs, así como el número de moléculas de α-lactalbúmina que 

conforman las NPs. En el Cuadro 7 se muestra el peso molecular de las 

diferentes NPs. 

 

Como se puede ver en la Cuadro siguiente, las Nps podrían considerarse como 

partículas compactas por el elevado numero de moléculas de proteína que 

conforman la matriz de éstas  y lo anterior coincide con las micrografías 

obtenidas por microscopía electrónica de transmisión (TEM) donde se 

observan partículas bien definidas y con ausencia de espacios dentro de ellas. 

Durante el proceso de preparación de las NPs, en la parte final, se realiza el 

entrecruzamiento químico de las moléculas de α-lactalbúmina con una solución 

de glutaraldehído, siendo la lisina el principal aminoácido que reacciona con el 

glutaraldehído para consolidar la formación de una estructura compacta y 

homogénea y debido a que por cada molécula de proteína hay 12  lisinas (9.8% 

de la composición total) la unión química se considera que queda definida.  
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Cuadro 7. Peso molecular de las NPs de a-Lactalbúmina determinado por 
Difusión Estática de Luz. 

LastA: proteína nativa (pN), sin tratamiento térmico (sT), acetona como 
desolvatante; LactA: pN, con tratamiento térmico (cT), acetona como 
desolvatante;  HpstA: proteína tratada con alta presión hidrostática (Hp), sT, 
acetona como desolvatante; HpctA: Hp, cT, acetona como desovatante; E: 
etanol e I: isopropanol como agentes desolvatantes respectivamente. 
Concentración de proteína: 0.00002 g/L. 

 
6.6 Densidad de las NPs de α-Lactalbúmina  

 

Otra propiedad que permite la caracterización y un mejor entendimiento del 

ensamble de la proteína α-lactalbúmina en NPs es la densidad de las 

partículas. Conociendo el diámetro hidrodinámico y el peso molecular se puede 

Peso molecular  

(x106 kDa) 

Número de moléculas de α-lactalbúmina (PM 14 kDa) 

involucradas en la formación de las NPs 

lastA  1.74 124,285.7 

lactA   1.07 76, 428.6 

HpstA 1.39 99,285.7 

HpctA  3.95 282,142.9 

lastE  3.96 282,857.2 

lactE  4.14 295,714.3 

HpstE  7.44 531,428.6 

HpctE  1.02 72,857.2 

lastI  2.7 192,857.2 

lactI  1.37 97,857.2 

HpstI  4.27 305,000 

HpctI  1.65 117,857.2 
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obtener la densidad. En el Cuadro 8 se muestran los valores de densidad para 

cada una de las NPs. 

 

Cuadro 8. Valores de densidad de las NPs de α-Lactalbúmina. 
Muestra Diámetro 

(nm) 
Masa 

(kDax106) 
Volumen  

(cm3)  
Densidad 

(g/cm3)  
 LastA 152.3 1.74 1.85x10-15 1.56 
 HpstA 207.6 1.39 4.68x10-15 0.49 
 LastE 246 3.96 7.80x10-15 0.84 

HpstE 245.8 7.44 7.77x10-15 1.58 
LastI  324.9 2.70 1.80x10-14 0.24 
HpstI 298.4 4.27 1.40x10-14 0.50 
LactA 163.1 1.07 2.27x10-15 0.78 
HpctA 237.3 3.96 7x10-15 0.93 
LactE 205.1 4.14 4.51x10-15 1.52 
HpctE 185.6 1.02 3.35x10-15 0.50 
LactI 293.4 1.37 1.32x10-14 0.17 
HpctI 335.3 1.65 1.97x10-14 0.13 

Nota: para la determinación del volumen se considero a las NPs como esferas 
(v= 4/3 * π * r3). 

 
Al comparar los valores de densidad entre las NPs obtenidas de proteína nativa 

y tratada con alta presión hidrostática (HP), se observa que cuando se utiliza 

acetona como desolvatante y sin la aplicación de tratamiento térmico las NPs 

de proteína nativa presentan una mayor densidad, pero lo contrario ocurre en el 

caso del etanol como desolvatente y al observar a las NPs de proteína nativa y 

tratada con HP pero con isopropanol como desolvatante no hay diferencia 

significativa en el valor de la densidad. 

 

Siguiendo con el análisis de NPs obtenidas con los mismo desolvatantes pero 

con un tratamiento térmico previo a la formación de las NPs (sobre la solución 

de proteína) se nota que en el caso de etanoln la mayor densidad la presentan 

las NPs obtenidas de proteína nativa, con la acetona no se ve diferencia en 

cuanto a esta propiedad y con el isopropanol tampoco. 

 

Se puede considerar que el principal factor que determina la magnitud de la 

densidad es el tamaño de las NPs (diámetro), ya que los valores de peso 

molecular son muy parecidos entre sí. 
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Si comparamos a las NPs con un  sistema complejo que se presenta de forma 

natural en un alimento tan particular como la leche, se tendría que mencionar a 

las micelas  de caseína, las cuales representan el 80% de las proteínas de la 

leche (Badui, 2004). En el Cuadro 9, se hace la comparación entre  estos dos 

sistemas. 

 

Cuadro 9. Comparación de algunas características de las NPs de α-
Lactalbúmina y micelas de caseína. 
 
Muestra Diámetro 

(nm) 
Masa 
(kDa 
x106) 

Volumen  
(cm3)  

Numero de 
moléculas de 

proteína  

Densidad 
(g/cm3)  

 LastA 152.3 1.74 1.85x10-15 124,285.7 1.561 
 HpstA 207.6 1.39 4.68x10-15 99,285.7 0.492 
 LastE 246 3.96 7.80x10-15 282,857.2 0.843 

HpstE 245.8 7.44 7.77x10-15 531,428.6 1.588 
LastI  324.9 2.70 1.80x10-14 192,857.2 0.249 
HpstI 298.4 4.27 1.40x10-14 305,000 0.509 
LactA 163.1 1.07 2.27x10-15 76, 428.6 0.782 
HpctA 237.3 3.96 7x10-15 282,142.9 0.939 
LactE 205.1 4.14 4.51x10-15 295,714.3 1.521 
HpctE 185.6 1.02 3.35x10-15 72,857.2 0.505 
LactI 293.4 1.37 1.32x10-14 97,857.2 0.171 
HpctI 335.3 1.65 1.97x10-14 117,857.2 0.138 

Caseína 50-450 2x1010-
2x1013 

- 1x103-1x106 1.114 

 
Haciendo referencia al Cuadro anterior se ve que todas las NPs se encuentran 

dentro del intervalo correspondiente al sistema de las micelas de caseina, 

aproximadamente la mitad de los valores de densidad son parecidos a la 

densidad de las micelas, los demás corresponden desde una tercera parte 

(HpstA, HpstI, HpctE) hasta una décima parte (LactI, HpctI) con respecto a la 

micela. De lo anterior se puede mencionar que al parecer la densidad menor se 

presenta en las NPs obtenidas a partir de proteína tratada con HP, pudiendo 

ser éste un factor que determina que tanto se compactan las moléculas de a-

lactalbúmina durante la formación de las NPs. Ya que la densidad se determina 

tomando en cuenta el tamaño de las NPs, se observa que las NPs que 
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presentaron menor densidad también son las más  grades como sucede con 

las muestras: LastI, LactI, HpctI. También se podría inferir, de acuerdo a estos 

resultados que el agente desolvatante influye en el tamaño de las NPs, ya que 

se observa que cuando se utiliza isopropanol las NPs presentan un mayor 

tamaño, es decir, cada desolvatante interacciona con la proteína de diferente 

manera induciendo propiedades un tanto diferentes en las NP. 

 

6.7 Potencial Zeta de las NPs de α-Lactalbúmina 

 

El potencial zeta (pZ) puede ser un indicador para evaluar el comportamiento 

de las NPs puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y en las 

fuerzas de repulsión entre dichas partículas, es decir, es útil para predecir la 

estabilidad de un sistema coloidal. Si todas las partículas en suspensión tienen 

un potencial zeta grande, ya sea positivo o negativo, tenderán a repelerse entre 

sí y a no flocular. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 19. Variación del potencial zeta de las NPs con respecto al pH. LastI 
(proteína α-Lactalbúmina nativa, sin tratamiento termico y agente desolvatante 
isopropanol). 
 

El factor más importante que afecta al potencial zeta es el pH, así, una 

partícula en suspensión con un potencial zeta negativo a la que se le adiciona 

más álcali tenderá a cargarse más negativamente, si se adiciona ácido a ésta 

suspensión llegará un punto en que las cargas se neutralizaran e incluso se 

puede alcanzar un potencial zeta positivo. 
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Como se menciona antes, al graficar potencial zeta contra pH se obtiene una 

curva que es positiva a bajos valores de pH y negativa para valores de pH 

elevados. El punto donde la curva cruza en cero se denomina punto 

isoeléctrico y es muy importante para consideraciones prácticas, ya que es en 

este punto donde el sistema coloidal es menos estable. 

 

En cuanto a los valores del pZ, se conoce que valores > 30 mV indican 

partículas coloidales positivas muy estables y que valores < -30 mV 

corresponden a partículas negativas estables (Malvern Instrument, 2004). Se 

puede inferir de los resultados que en todas las muestras prevalecen partículas 

negativas. De acuerdo a estos valores se puede indicar que las partículas más 

estables serían aquellas con un pZ  menor a -30 mV. En el Cuadro anterior se 

observa que bajo condiciones alcalinas (pH 5.3 – 9.0) las NPs son muy 

estables. En todas ellas los valores de pZ oscilan entre -30 y -51 mV. 

 

En el Cuadro 10 se muestran los valores de pZ de las NPs obtenidas a partir de 

α-LA (nativa y tratada con HHP) por el método de desolvatación utilizando 

diferentes desolvatantes. 
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Cuadro 10. Valores de pZ para los diferentes sistemas de NPs. 
 

 

Muestra 

 

Intervalo 
de pH 

(titulación) 

Intervalo 
de pZ 
(mV)  

(inicial-
final) 

 

pZ (mV) 
(promedio) 

 

Muestra 

 

Intervalo 
de pH 

(titulación) 

Intervalo 
de pZ 
(mV)  

(inicial-
final) 

 

pZ (mV) 

(promedio) 

 

6.01-3.19 

-40 a 
11.3 

 -19.3  

pI 3.61 

 

6.28-3.14 

-31.4 a 

-0.482 

-12.3   

LastA  

 

5.29-8.8 

-39.5 a  

-55.8 

-44.4 

 

HpstA 

 

6.18-9.02 

-26.6 a 

-38.8 

-30.05  

 

5.3-3.2 

-34.8 a 

 -4.07 

-18.1   

6.19-3.82 

-37.2 a 

11.8 

-14.3  

Pi 3.75 

 

LastE 

 

5.18-9.09 

-31.4 a 

-47.9 

-46.4  

 

HpstE 

 

5.55-8.82 

-29.1 a 

-47.2 

-37.8  

 

6.41-3.18 

-47 a  

-0.096 

-21.4   

6.01-3.19 

-31.7 a  

-8.03 

-16.2  

LastI 

 

6.45-8.74 

-55.7 a 

-48 

-51.19  

 

HpstI 

 

6.04-9.77 

-35.7 a  

-36.7 

-35.7  

 

6.2-3.06 

-39.9 a 
3.69 

-12.9  

pI 3.72 

 

5.97-3.2 

-39.7 a     
-2.75 

-15.9  

pI 3.65 

 

LactA 

 

 6.3-8.75 

-39.8 a     
-32 

-33.7  

 

HpctA 

 

6.32-8.75 

-43.3 a     
-38.1 

-42.8  

 

6.0-3.07 

-18.9 a     
-7.16  

-11.5   

5.25-3.14 

-26.5 a 
2.14 

-8.69  

pI 3.12 

 

LactE 

 

6.2-8.69 

-31.9 a    
-31.6 

-30.4  

 

HpctE 

 

6.01-8.82 

-33.6 a     
-35 

-37.6  

 

5.41-3.06 

-24 a        
-6.91 

-12.4   

5.82-3.17 

-35 a        
-7.01 

-15.4   

LactI 

 

5.96-9.86 

-31.2 a     
-40.8 

-40.3  

 

HpctI 

 

5.46-9.0 

-37.2 a 

-51.8 

-44.1  



 50  

 
La titulación inicio a pH de 3.0 y en el intervalo entre 3.0 a 6.0, las NPs 

obtenidas de α-LA utilizando acetona como desolvatante mostraron tener un pZ 

de -19.3 (sin TT) y -12.9 (con TT) y presentaron un punto isoeléctrico (pI) a pH 

de 3.61 y 3.72 respectivamente. A valores de pH cercanos al pI las NPs 

pueden presentar un comportamiento ineestable debido a que la carga en la 

superficie de éstas es cero y pueden agregarse al no haber fuerzas de 

repulsión que eviten este fenómeno. Utilizando los otros desolvatantes (etanol 

e isopropanol) no se llegó al pI, ya que el valor del pZ siempre se mantuvo 

negativo. Al incrementar el pH el valor del pZ de las NPs se redujo para todas 

las muestras. 

Las NPs formadas a partir de α-LA tratada por HHP (con TT) y con acetona 

presentaron el pI a pH de 3.65. Pero no fue así con las NPs obtenidas bajo las 

mismas condiciones pero sin TT. En el caso de las NPs de proteína tratada con 

HHP y etanol, tanto con TT y sin TT presentaron pI a pH de 3.12 y 3.75 

respectivamente. De igual forma, al incrementar el pH el valor del pZ de las 

NPs se redujo. Estos resultados son congruentes con lo encontrado con Langer 

(2003) donde las NPs obtenidas de albumina sérica humana (HSA) y etanol 

como desolvatante mostraron un pZ de +35 mV a pH de 3.0 y al incrementar el 

pH a valores entre 7.2 y 10 el pZ se redujo de -40 a -50 mV. Así, se puede 

decir que es preferible evitar valores de pH que provoquen que las NPS tengan 

una superficie de carga neutra. Gunasekaran (2007) encontró para NPs 

obtenidas de beta-lactoglobulina (BLG) que el pZ decrece al incrementar el pH 

mostrando valores de entre -30 a -40 en in intervalo de pH de 7.0 a 11.0. 

 

El punto isoeléctrico de la α-lactalbúmina nativa es 4.2, los resultados 

obtenidos muestran una ligera disminución de éste valor cuando la proteína 

forma NPs. Esto podría indicar que más grupos hidrofílicos con carga negativa 

están expuestos en la superficie de la nanopartícula comparado a la proteína 

nativa y se necesita más ácido para neutralizarlos. 

En conclusión, las NPs de α-lactabúmina son una mejor opción para su uso en 

alimentos debido a su estabilidad en un intervalo amplio de pH. 
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En la siguientes Figuras se observa la relación del tamaño de partícula y el 

potencial zeta. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 20. Valores de diámetro hidrodinámico (Z-average) de las NPs de α-
lactalbúmina obtenidas bajo diferentes condiciones. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 21. Valores de pZ a pH básico de las NPs de a-lactalbúmina obtenidas 
bajo diferentes condiciones. 
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Figura 22. Relación entre el diámetro hidrodinámico  y el pZ de la 
nanopartícula  LactA (proteína nativa, con tratamiento térmico y con acetona 
como agente desolvatante). 

 
El tamaño de las NPs de α-lactalbúmina puede explicarse por su carga e 

hidrofobicidad superficial. La α-lactalbúmina contiene un elevado numero de 

aminoácidos cargados (13 asparaginas, 12 lisinas, 7 glutamatos, 3 histidinas) 

(Fox, 1992). A valores de pH básicos, el tamaño de la proteína así como los 

espacios en el interior de algunas estructuras como los geles y nanopartículas 

generalmente decrece (Schmidt, 1986). Las NPs de obtenidas de α-

lactalbúmina fueron preparadas bajo estas condiciones  a pH de 9.0 por lo 

tanto tendrían carga negativa, lo anterior se puede corroborar con los valores 

obtenidos de pH, que muestran mayor estabilidad a pH básico, cuando las NPs 

están cargadas negativamente, además, ésta condición permite reducir el 

tamaño de las NPs y evitar la precipitación por coacervación. En la Figura 21 

se puede notar que tanto el diámetro hidrodinámico y el potencial zeta 

permanecen relativamente constantes a valores de pH básicos para la muestra 

LactA y el comportamiento se encontró muy parecido en las otras NPs. 
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6.8 Hidrofobicidad Superficial de las NPs de α-Lactalbúmina 

 

Los resultados de hidrofobicidad se expresaron como cambios en la intensidad 

de fluorescencia y reportados como unidades arbitrarias (UA). En ésta 

determinación se utilizó como marcador de fluorescencia el compuesto ANS. 

Este compuesto presenta fluorescencia al unirse a compuestos no polares. La 

unión de ANS-NPs es excitada a cierta longitud de onda (λ) lo que permite que 

presente una emisión característica. En el caso de las proteínas globulares 

como la α-lactalbúmina, al desnaturalizarse ésta tiende a abrirse y exponer 

sitios hidrofobicos que al unirse con el ANS presentan un valor de fluorescencia 

(Liu, 2005). 

 

Los datos obtenidos de esta medición se graficaron  y presentaron la forma de 

una campana de Gauss mediante la relación λ contra UA. La comparación 

realizada es entre los valores de intensidad expresados en UA de las diferentes 

NPs a diferente pH (3.0, 5.0, 7.0 y 9.0). Se evalúo el cambio de intensidad 

entra la muestra testigo (proteína sin ensamblar) y las NPs. En el Cuadro 9 se 

presentan los valores en UA a una λ específica, la cual se seleccionó en 

funcion al pico máximo en UA presentada por las muestras a cada uno de los 

pH en estudio. 

 

Las longitudes de onda seleccionadas fueron de 477 para pH 3.0, 400 para pH 

5.0, 460 para pH 7.0 y 474 para pH 9.0. Los valores en UA a pH de 3.0 y 9.0, 

son muy bajos que podría considerarse que los residuos hidrofobicos quedaron 

en el interior de la matriz proteica durante la formación  de las NPs, sin 

embargo, cuando la determinación de fluorescencia se realizó a pH de 5.0 y 7.0 

se observaron lecturas en un  intervalo  entre las 893 y las 24,056 UA, lo que 

sugiere que el pH posiblemente modifica la superficie de las NPs ya que en los 

pH extremos tanto ácido (3.0) como básico (9.0) no se tiene señal de 

fluorescencia. Si se comparan estos resultados con los valores de 

fluorescencia obtenidos de la a-lactalbúmina sin ensamblar, se ve que para el 

caso de la proteína las UA se encuentran en un intervalo de 30,000 a 34,000 a 

pH 3.0, debido a la presencia de la estructura de glóbulo fundido (Rodiles, 

2008), pero como las NPs están unidas químicamente por el glutaraldehído, al 
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parecer se mantienen compactas y estables evitando la exposición de grupos 

hidrofobicos que se puedan unir al ANS para dar la señal de fluorescencia. En 

el caso de la determinación de fluorescencia a pH 3.0, las unicas muestras que 

presentaron una debil señal de fluorescencia fueron las NPs obtenidas con 

etanol como agente desolvatante, las obtenidas con acetona e isopropanol no 

mostraron señal de fluorescencia, mientras que la muestra testigo (proteína sin 

ensamblar fue la que presento la mayor señal de fluorescencia 879,754 UA, y 

esto es comparable con lo mencionado anteriormente sobre el estado de 

glóbulo fundido que presenta la α-lactalbúmina a pH de 3.0 (Yang et al., 2001). 

Para pH de 9.0 las Nps obtenidas con isopropanol fueron las que no dieron 

señal de fluorescencia, la muestra LactE fue la que presento mayor señal con 

14, 694 UA, mientras que la proteína testigo presento un valor de UA de 10, 

453. 

 

Para la determinación a pH de 5.0 el valor máximo se encontró en la muestra 

LactA 14,775, mientras que la proteína testigo no presento señal de 

fluorescencia debido a que el pH en estudio esta muy cerca del punto 

isoeléctrico de la α-lactalbúmina, todas la NPs presentaron señal de 

fluorescencia, siendo la NPs obtenidas con isopropanol las más estables o 

compactas debido a que mostraron menos grupos hidrofobicos en la superficie 

de la partícula y en consecuencia una menor señal de intensidad de 

fluorescencia. 

 

En referencia al pH de 7.0 la muestra que presentó mayor intensidad de 

fluorescencia fue la LactI, además de que todas las NPs presentaron señal en 

un intervalo de 3,464 a 24,056 UA. 

 

En lo referente al tamaño e hidrofobicidad superficial determinada a diferentes 

valores de pH no se encontró una correlación significativa para las NPs de α-

lactalbúmina preparadas bajo diferentes condiciones. El valor positivo más alto 

de hidrofobicidad superficial se encontró en las NPs preparadas con etanol y un 

pretratamiento con HHP y el pH de estudio fue de 3. El valor negativo más alto 

se encontró otra vez a pH de 3 en las NPs preparadas con isopropanol y un 

pretratamiento con HHP. No obstante, el tamaño de estas dos NPs fue similar. 
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Se necesitan hacer más investigación al respecto para conocer el efecto de la 

hidrofobicidad superficial sobre el tamaño y la estabilidad de las NPs de α-

lactalbúmina. En el siguiente Cuadro se presentan los valores de fluorescencia 

a los diferentes pH para cada una de las muestras de NPs. 

 
Cuadro 11. Valores de hidrofobicidad superficial determinada con el reactivo 
ANS de las NPs de α-lactalbúmina. 

 
LastA: proteína nativa (pN), sin tratamiento térmico (sT), acetona como 
desolvatante. 
LactA: pN, con tratamiento térmico (cT), acetona como desolvatante.   
HpstA: proteína tratada con alta presión hidrostática (Hp), sT, acetona como 
desolvatante. 
HpctA: Hp, cT, acetona como desovatante. 
E: etanol e I: isopropanol como agentes desolvatantes respectivamente. 
UA: Unidades Arbitrarias. 
γ: Longitud de onda.  
Celdas resaltadas: Valor máximo de intensidad de fluorescencia observado por 
las muestras de Nps y de la proteína sin ensamblar. 

MUESTRA λ 

UA pH 

3.0 λ 

UA pH 

5.0 λ UA pH 7.0 λ UA pH 9.0 

a-

lactalbúmina 477 879754.1 400 -80.1 460 5205.664 474 10453.47 

LastA 477 -30404.72 400 11031.4 460 4603.964 474 1403.07 

LactA 477 -21786.42 400 14775.1 460 5202.464 474 2780.47 

HpstA 477 -32302.92 400 4132.2 460 4303.464 474 2231.37 

HpctA 477 -33016.02 400 8472.1 460 8484.664 474 1914.27 

LastE 477 45799.08 400 6181.8 460 9130.664 474 -11452.7 

LactE 477 35268.08 400 5248.6 460 7579.264 474 14694.9 

HpstE 477 49855.08 400 5693.7 460 8555.364 474 2906.6 

HpctE 477 49801.08 400 7596.7 460 8721.764 474 -4901.2 

LastI 477 -32932.12 400 1910.6 460 5513.464 474 -1367.83 

LactI 477 -38032.02 400 893.3 460 24056.664 474 -373.63 

HpstI 477 -39819.92 400 4196.6 460 3464.564 474 -324.03 

HpctI 477 -31243.52 400 5207.8 460 3916.264 474 -2130.93 
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Hidrofobicidad Superficial pH 5.0
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En las siguientes Figuras se representa gráficamente la magnitud en intensidad 

de fluorescencia para cada una de las muestras en estudio a los diferentes 

valores de pH. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Valores de hidrofobicidad superficial a pH de 3 de las NPs de a-
lactalbúmina y de la proteína sin ensamblar (ALA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Valores de hidrofobicidad superficial a pH de 5.0 de las NPs de a-
lactalbúmina y de la proteína sin ensamblar (ALA). 
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Hidrofobicidad Superficial pH 7.0

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

ALA

LA
STA

LA
CTA

HPSTA

HPCTA

LA
STE

LA
CTE

HPSTE

HPCTE
LA

STI

LA
CTI

HPSTI

HPCTI

U
ni

d
ad

e
s 

A
rb

itr
ar

ia
s

Hidrofobicidad Superficial pH 9.0
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Figura 25. Valores de hidrofobicidad superficial a pH de 7 de las NPs de α-
lactalbúmina y de la proteína sin ensamblar (ALA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Valores de hidrofobicidad superficial a pH de 9 de las NPs de a-
lactalbúmina y de la proteína sin ensamblar (ALA). 
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6.9 Simulación de la Digestibilidad de las NPs de α-Lactalbúmina 

 

El presente estudio in vitro tuvo como objetivo determinar el grado de hidrolisis 

de las NPs de α-LA utilizando enzimas digestivas (pepsina y pancreatina). La 

quimotripsina rompe enlaces peptídicos entre a.a. hidrofóbicos, la tripsina 

rompe enlaces entre a.a. cargados positivamente (Antal et al., 2001) y la 

pepsina es una proteasa que tiene preferencia por enlaces entre fenilalanina, 

tirosina, triptófano y leucina en posición P1 y P1’ (Fujimoto et al., 2004). 

 

Para la simulación gástrica e intestinal, se utilizaron NPs obtenidas de α-LA 

(nativa y tratada con HHP) con y sin TT, pero solo se usaron las NPs obtenidas 

con etanol. La simulación gástrica se llevó a cabo durante 1 hora, para la 

digestión intestinal el tiempo requerido fue de 4 horas y  posteriormente, las 

muestras de NPs se analizaron por Microscopia Electrónica de Transmisión 

(MET).  

 

En las Figuras 27-34 se observa el efecto de la simulación de la digestión 

gástrica de las NPs de α-LA obtenidas bajo diferentes condiciones. 

 

 

 

 
Figura 27. Simulación de digestibilidad gástrica de NPs de α-lactalbúmina 
tratada con HHP y con TT. (A): NPs a tiempo cero; (B):NPs después de 1 hora 
de digestión gástrica (enzima pepsina). 
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Figura 28. Simulación de digestibilidad gástrica de NPs de α-lactalbúmina 
tratada con HHP y sin TT. (A): NPs a tiempo cero; (B):NPs después de 1 hora 
de digestión gástrica (enzima pepsina). 

 
 
 

  
 
 

 

 
Figura 29. Simulación de digestibilidad gástrica de NPs de α-lactalbúmina 
nativa y con TT. (A): NPs a tiempo cero; (B):NPs después de 1 hora de 
digestión gástrica (enzima pepsina). 
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Figura 30. Simulación de digestibilidad gástrica de NPs de α-lactalbúmina 
nativa y sin TT. (A): NPs a tiempo cero; (B):NPs después de 1 hora de 
digestión gástrica (enzima pepsina). 
 
 

 
 

Figura 31. Simulación de digestibilidad intestinal de NPs de α-lactalbúmina 
tratada con HHP y con TT. (A): NPs a tiempo cero; (B):NPs después de 4 horas 
de digestión intestinal (enzimas pancreatina). 
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Figura 32. Simulación de digestibilidad intestinal de NPs de α-lactalbúmina  
tratada con HHP y sin TT. (A): NPs a tiempo cero; (B):NPs después de 4 horas 
de digestión intestinal (enzimas pancreatina). 
 
 
 
 

 
 
Figura 33. Simulación de digestibilidad intestinal de NPs de α-lactalbúmina  
nativa y con TT. (A): NPs a tiempo cero; (B):NPs después de 4 horas de 
digestión intestinal (enzimas pancreatina). 
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Figura 34. Simulación de digestibilidad intestinal de NPs de α-lactalbúmina  
nativa y sin TT. (A): NPs a tiempo cero; (B): NPs después de 4 horas de 
digestión intestinal (enzimas pancreatina). 

 
Como se observa en las micrografías, durante la digestión gástrica e intestinal 

se presenta una marcada disminución en el tamaño de las NPs, lo cual indica 

que a son digeribles y que a pesar de que la  α-LA se entrecruza con 

glutaraldehído (1µL/mg proteína) durante la obtención de las mismas éstas 

uniones no evitan la degradación de las partículas. Además, por el patrón de 

degradación, se puede deducir que las NPs presentan una consistencia 

compacta, es decir, que no son huecas.  

 

Una de las funciones importantes de las NPs sería su utilización como sistemas 

para la liberación intracelular de compuestos activos, los cuales se podrían 

incorporar a las NPs siempre y cuando se conociera el efecto de la 

degradación enzimática sobre  las partículas, ya que este efecto es decisivo 

para la liberación intracelular de los compuestos de interés. 

 

Tomando los resultados de la degradación enzimática (gástrica e intestinal) se 

puede decir que las enzimas pepsina y pancreatina son adecuadas para una 

rápida degradación de las NPs de α-LA. Lo anterior podría ser útil para el 

análisis de posibles compuestos a incorporarse en la matriz de las NPs. 

 

100000X 
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Estos resultados concuerdan con Langer et al., (2008) que encontró que la 

degradación enzimática de NPs de HSA es posible con diferentes enzimas. La 

digestión más rápida fue con pepsina a pH de 2.0 y encontrándose las NPs  

completamente degradas después de 30 minutos, mientras que a condiciones 

neutras, la digestión con  tripsina se llevó 24 horas.  

 

6.10 Actividad Antioxidante de las NPs de α-Lactalbúmina 

 

Las proteínas poseen actividad antioxidante debida a los residuos de a.a. con 

actividad antiradical libre. Hay reportes previos (Salami y col., 2009) de que la 

cisteína, el triptófano y la metionina poseen la más alta actividad antioxidante 

de todos los a.a. y la α-LA los contiene en cantidades importantes. Para la 

determinación de actividad antioxidante (AA) se utilizó el método de Almajano 

et al., (2007). En éste análisis se siguió la disminución en la absorbancia para 

monitorear el consumo del radiacal ABTS+ coloreado. El análogo de la vitamina 

E soluble en agua (Trolox) se utilizó como estándar.   

 

En base a los resultados obtenidos podemos decir que el tratamiento con HHP 

sobre la α-LA expone a los a.a. con AA presentes en la proteína, entre los que 

seguramente están metionina y triptófano, ya que la proteína tratada con HHP 

presenta mayor AA que la proteína nativa. En las Figuras 35 y 36 se observa el 

comportamiento antiradical de las NPs de proteína tanto nativa como tratada 

con HHP, además de las NPs obtenidas a partir de la a-lactalbúmina nativo 

como de la tratado por HHP.   
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Figura 35. Variación de la actividad de secuestro de radicales libres expresada 
como disminución de la Absorbancia a 734 nm de las soluciones de NPs 
preparadas a partir de proteína nativa y tratada con altas presiones 
hidrostáticas sin TT comparada con un testigo. 

 

 

 

 
Figura 36. Variación de la actividad de secuestro de radicales libres expresada 
como disminución de la Absorbancia a 734 nm de las soluciones de NPs 
obtenidas a partir de proteína nativa y tratada con altas presiones hidrostáticas 
con TT comparada con un testigo.m  

Tiempo (min)  

Tiempo (min)  

A734   

A734   
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En los Cuadros 12 y 13 se muestran los valores de AA expresados como 

porcentaje de inhibición de radicales libres ABTS+ (Ecuación 2). Y como se 

menciona arriba, la AA de la α-LA se ve incrementada cuando la proteína es 

tratada con HHP, en el caso de las NPs, las obtenidas a partir de α-LA tratada 

con HHP con y sin TT también mostraron mayor AA en la mayoría de los 

casos. 

 
 
Cuadro 12. Actividad antioxidante de la α-lactalbúmina (nativa y tratada con 
HHP) sin TT de las NPs preparadas a partir de la proteína expresada en mMol 
equivalentes de Trolox. 

 

 
La actividad antioxidante de muchas proteínas depende de su composición de 

aminoácidos . Se ha reportado que cisteína y metionina poseen el valor más 

alto de actividad antioxidante de todos los aminoácidos y están involucrados en 

el secuestros de radicales libres (Salami et al., 2009). La exposicion de estos 

aminoácidos con actividad antioxidante en proteínas involucra la disrupcion de 

la estructura terciaria de éstas (desnaturalización parcial) ya sea por 

tratamientos termicos, con aplicación de altas presiones (HHP) o el uso de 

hidrólisis enzimática (Elias et al., 2008). 

 
 

Muestra % de inhibición de 
radicales libres ABTS+ 

mMol equivalentes 
de Trolox/mL 

α-Lactalbúmina ( α-LA ) 72.56 89,56 

Proteína tratada con HHp 97.35 134,62 

lastA 37.76 53.85 

lastE 41.47 66,21 

lastI 53.11 69,51 

HpstA 63.04 81,59 

HpstE 58.95 83,79 

HpstI 40.49 61,26 
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Cuadro 13. Actividad antioxidante de la α-lactalbúmina (nativa y tratada con 
HHP)  con TT y de las NPs obtenidas a partir de la proteína expresada en 
mMol equivalentes de Trolox.. 

 
Los valores de TEAC encontrados para la a-lactalbúmina nativa y la a-

lactalbúmina tratado por HHP fueron 89.56 y 13462 mmol Trolox 

equivalents/mL, respectivamente. Este incremento en capacidad antioxidante 

es seguramente debido a los cambios en estructura terciaria provovado por los 

tratamientos por HHP como se demostró previamente (Rodiles-López et al., 

2010).  

 

Una correlación positiva se encontró entre la señal de fluorescencia del ANS y 

actividad antioxidante en el caso de a-lactalbúmina  de camella y bovina 

(Salami et al., 2009). Sin embargo, no se encontró correlación significativa en el 

caso de las NPs de a-lactalbúmina, indicando que probablemente la 

hidrofobicidad superficial se debe principalmente a los aminoácidos como 

tirosina, triptófano e histidina los cuales tienen una débila actividad en el 

secuetro de radicales libres en comparación con metionina y cisteína (los 

cuales no están disponibles ya que se encuentran formando enlaces disultfuro).  

 
 
 
 

Muestra % de inhibición de 
radicales libres ABTS+ 

mMol equivalentes 
de Trolox/mL 

α-Lactalbúmina ( α-LA ) 72.56 89,56 

Proteína tratada con Hp 97.35 134,62 

lactA 61.55 88,19 

lactE 37.10 61,81 

lactI 37.09 64,29 

HpctA 44.46 78,30 

HpctE 51.44 80,49 

HpctI 41.32 68,68 
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7. Conclusiones 
 

• En el caso de la α-LA bovina es posible obtener estructuras más    
estables a la desnaturalización por medio del tratamiento con HHP. 

 
• El uso de diferentes agentes desolvatantes y pretratamientos durante el 

proceso de desolvatación de la α-LA bovina  resultaron en la obtención 
de nanopartículas con una amplia variedad de propiedades. 

 
• Los valores de rendimiento obtenidos durante la obtención de NPs 

indican que los agentes desolvatantes permiten una conversión casi total 
de la proteína a NPs. 

 
• Las nanopartículas con un menor tamaño pueden obtenerse utiliando 

acetona como agente desolvatante y sin ningún pretratamiento. 
 

• Las nanopatículas con mayor tamaño se obtienes utilizando isopropanol 
como agente desolvatante. 

 
• Las nanopartículas que presentaron un menor índice de polidispersidad 

fueron aquellas preparadas con etanol e isopropanol. 
 

• Los valores de densidad y el número de moléculas de proteína que 
conforman a las NPs es comparable con los sistemas que se pueden 
presentarse en un alimento como son las micelas de caseína. 

 
• Las nanopartículas de menor tamaño también presentaron mayor 

estabilidad, de acuerdo a los valores de potencial zeta obtenidos para 
estos sistemas. 

 
• La determinación del potencial zeta muestra que las NPs de α-LA son 

más estables en condiciones alcalinas. 
 

• La magnitud de señal de fluorescencia para las pruebas de 
hidrofobicidad superficial indican que las NPs possen pocos grupos 
hidrofobicos externos, debido principalmente a su estructura compacta 
que impide que éstos queden expuestos al solvente. 

 
• Todos los tipos de nanopartículas fueron fácilmente degradados por 

enzimas proteoliticas presentes en el tracto gastrointestinal. 
 

• La α-LA tanto nativa como tratada con HHP y las NPs mostraron una 
clara actividad antioxidante cuando se les comparo con un testigo 
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