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RESUMEN. 

Los dendrímeros de tipo PAMAM han tenido una limitante para su aplicación 

masiva, debido a la manipulación de estas macromoléculas, su costo y recuperación 

tras su uso, presentando algunas limitantes para la obtención de materiales debido 

a la complejidad y costo que representan. Se han desarrollado pocos trabajos e 

investigaciones donde se propongan procesos para la obtención de nuevos 

materiales con moléculas dendríticas inmovilizadas. En este trabajo se propone una 

estrategia para el uso continuo de estos materiales para la separación de péptidos 

bioactivos derivados de proteínas de reserva de amaranto. El amaranto es una 

planta tradicional mexicana que provee tanto hojas, así como semillas comestibles 

con un alto valor nutricional. La variante utilizada (Nutrisol, A. hypochondriacus), 

proveniente de Atlacomulco Estado de México y se analizó para extraer péptidos 

bioactivos con alto valor agregado.   

El objetivo de este trabajo es extraer de manera selectiva algunos péptidos 

bioactivos presentes en las proteínas de reserva de la semilla de amaranto, así 

como la síntesis de un bio-material para realizar la extracción de bio-moléculas con 

interés biológico. También se describe el análisis estructural de los dendrímeros, 

aminoácidos presentes en la semilla de amaranto y péptidos encriptados de interés. 

Este estudio es realizado por técnicas analíticas instrumentales, así como estudios 

a nivel teórico, empleando metodologías de la química cuántica. Se analizan las 

interacciones intermoleculares dendrímero-aminoácido, dendrímero-péptido, con el 

propósito de reconocer la fuerza de interacción, y de esta manera lograr el 

aislamiento de péptidos específicos con alto valor agregado. Los análisis de 

predicción de péptidos activos en estas proteínas han demostrado bioactividad 

antihipertensiva, inhibidora de proteasas, lunasin (un péptido anticancerígeno) y 

péptidos antioxidantes, entre otros.   
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1. INTRODUCCIÓN. 

Los bio-materiales presentan hoy en día una gran importancia por su interacción 

con sistemas biológicos, estos pueden ser naturales o sintéticos, como es el caso 

de los dendrímeros de poliamidoamina (PAMAM) acoplados a una matriz de 

celulosa. Las moléculas dendríticas son macromoléculas que han sido estudiadas 

por más de 3 décadas y que han presentado diversas aplicaciones en muchas 

disciplinas. Por otro lado, los dendrímeros PAMAM están siendo de gran interés 

interés para futuras aplicaciones en masa debido a sus características. 

En este texto se presentan estrategias para la síntesis de bio-materiales a partir de 

dendrímeros PAMAM y celulosa. La síntesis de los dendrímeros se lleva a cabo de 

manera controlada, apoyado en estudios teóricos, así como análisis FT-IR y 

propiedades ácido-base. La síntesis de los bio-materiales se realizó con 

dendrímeros de tercera generación. El anclaje del dendrímero se realiza por medio 

de dos ataques nucleofílicos a una molécula que presenta dos grupos isocianato en 

posición “para” (fenil-diisocianato).  

El amaranto es clasificado como un pseudocereal de origen americano que fue 

cultivado por las antiguas civilizaciones residentes de México prehispánico, era 

empleado en las dietas, junto al maíz y frijol.  Posterior a la conquista, el amaranto 

fue prohibido debido a que se asociaba a cultos religiosos, resultando que pasara a 

ser un cultivo subutilizado y despreciado. Este cultivo se puede aprovechar de 

manera más eficiente puesto que ofrece tanto granos y hojas comestibles con alta 

calidad nutricional. Las semillas de amaranto tienen un alto contenido de proteína 

(13%-17%) y su composición de aminoácidos es cercana al balance 

óptimo requerido en la dieta humana (Paredes O. et al. 1990). 

El amaranto es un alimento funcional que puede aportar muchos beneficios a la 

salud y además puede explotarse comercialmente como un producto de alto 

valor agregado.  La investigación sobre las proteínas de la semilla de amaranto va 

desde una caracterización bioquímica de proteínas de reserva del grano, la 

hidrólisis, así como el desarrollo de bio-materiales selectivos para la extracción de 

péptidos específicos. 

 



  

4  

 

2. ANTECEDENTES. 

 

2.1 Alimentos funcionales. 

 

En los últimos años, uno de los temas más importantes de investigación en Ciencia 

y Tecnología de Alimentos es el desarrollo de alimentos que promuevan la salud. 

Estos se definen como alimentos capaces de aportar sustancias con funciones 

fisiológicas definidas, brindando beneficios a quien los consume. Los alimentos 

funcionales están evolucionando como una estrategia con alto potencial en la 

prevención de enfermedades crónicas. Se ha demostrado que estos alimentos 

tienen efectos fisiológicos importantes y específicos al contener compuestos 

bioactivos que benefician la salud. Los alimentos funcionales tienen características 

particulares, dado que sus componentes afectan funciones del organismo de 

manera positiva, dando un valor agregado a estos más allá de la nutrición (Jiménez 

F. et al. 2013). 

 

2.2 Historia del amaranto. 

 

El amaranto (Amaranthus hypochondriacus) fue un cultivo fundamental para las 

civilizaciones Mesoamericanas, apreciando su valor alimenticio. Los aztecas lo 

conocían como “huautli” y era utilizado en ritos religiosos, los Incas lo denominaron 

“kiwicha” (pequeño gigante) y lo respetaban principalmente por sus poderes 

curativos. A la llegada de los españoles se le denomino amaranto que proviene del 

latín y significa “flor que nunca muere” (Sanchez C. et al. 2007, Asociación Mexicana 

del Amaranto). 

El amaranto fue un cultivo que jugó un papel importante en la economía azteca, este 

grano fue ampliamente distribuido en la civilización. En la alimentación se utilizaba 

para preparar alimentos como atole, tamales, pinole, tortillas y  las hojas eran 

consumidas como verduras. Con la semilla de amaranto se preparaba una harina 

que era mezclada con miel para preparar una masa llamada “tzoalli” con la cual se 

elaboraban figurillas e ídolos. Estas figurillas eran empleadas para tradiciones 

religiosas donde los grandes sacerdotes lo utilizaban como fuente de fuerza e 
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iluminación mística. A la llegada de los españoles y debido a las costumbres 

religiosas, ordenaron la exterminación del cultivo debido a que consideraban que 

era una forma de perversión a la iglesia católica.  Esto casi logra el exterminio del 

cultivo, sólo pocas personas conservaron la tradición del cultivo de amaranto en 

pequeñas parcelas y para consumo familiar. Hasta la década de los 80´s. El 

amaranto fue redescubierto y desde entonces han aparecidos numerosos reportes 

en los cuales se estudia las cualidades agronómicas y nutricionales de este grano 

(Becerra R. 2000). 

 

2.3 Producción de amaranto. 

 

El amaranto tiene un origen mesoamericano, pero actualmente se encuentra en 

todo el mundo. Los primeros reportes que se tienen de amaranto en Europa datan 

de los años 1600, éste fue llevado como parte de las pruebas de la conquista del 

nuevo mundo. El amaranto se cultiva en varios estados de la República Mexicana 

como lo son: CDMX, Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Morelos, Nayarit, 

Oaxaca, Puebla, y Tlaxcala (Figura 1) con una producción anual de 2959.98 

toneladas, y un rendimiento de 1.295 ton/ha. El principal productor mundial de 

amaranto es la India. En América del sur, Perú es uno de los productores más 

importantes. (Silva-Sánchez C. et al. 2008, Grupo Enlace de Amaranto Mexicano). 
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Figura 1. Regiones donde de cultivo nativo de amaranto. Las áreas oscuras son donde se concentran 

los cultivos más importantes de amaranto en América. Imagen tomada de: Arendt et al. 2013. 

 

2.4 Clasificación del amaranto. 

 

La familia Amaranthaceae contiene más de 60 géneros y 800 especies de plantas 

herbáceas, de las cuales sólo tres especies del género Amaranthus son cultivadas 

para la producción de semillas comestibles: A. hypochondriacus, A. cruentus que 

son cultivadas en México, y A caudatus, que es cultivada en Perú (Paredes et al. 

1990). El amaranto es una planta considerada como dicotiledónea que produce 

semillas del tipo cereal, por lo que se le ha denominado como un pseudocereal (Se 

le denomina pseudocereal ya que posee características similares a los cereales 

pero sus semillas provienen de flores y no de forma gramínea como el caso del 

trigo). El amaranto posee hojas simples con una altura de planta que varía de 1.5 a 

3.0 m; el número de hojas y el tamaño muestran una gran variabilidad entre 

especies, además responde a diferentes condiciones de crecimiento mediante 

cambios en el número de ramificaciones, patrón de ramificación y tamaño de la 

plántula (Paredes et al. 1990). 

La planta de amaranto (Figura 2.) puede ser de ciclo corto, tolerante a la sequía, 

con un alto valor nutritivo, con múltiples usos y por sus formas de aprovechamiento 

se considera como un cultivo alternativo para muchos lugares donde hay escasez 

e irregularidad de lluvias; donde incluso se presentan problemas de abasto de 

alimentos (Stallknecht G. et al. 1993). 
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Figura 2. Planta de amaranto A. Hypochondiracus. 

 

2.5 Tamaño, estructura y composición de la semilla. 

 

El tamaño de la semilla es variable, entre 1.1 a 1.4 mm de largo por 1.0 a 1.3 mm 

de ancho, tamaño que es muy pequeño comparado con el del frijol o trigo (Silva-

Sánchez et al. 2007). Con lo reportado por (Arendt et al. 2013) se tiene que 1000 

semillas pesan de 0.5-1.2 g y 1 gramo puede contener de 850-1700 semillas.  Así 

mismo se reporta que una planta de la misma especie puede producir más de 

50,000 semillas con diferentes colores en un mismo cultivo, como es el blanco, 

amarillo, marrón, negro, oro, crema y negro obsidiana (Figura 3) (Huerta-Ocampo 

J. et al. 2012). 

 

 
Figura 3. Semillas de amaranto y los colores de sus variedades. Imagen tomada de pregon 

agropecuario® 
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La semilla de amaranto contiene aproximadamente 15.1% de proteína en promedio 

y se puede comparar en la Tabla 1 con semillas convencionales como el maíz con 

10.3%, arroz con 8.5%, trigo con 14.0% y soya con 37.0%. El contenido de lípidos 

es relativamente alto (7.7%), sin embargo, este valor es mucho menor que en 

algunas leguminosas consumidas como la soya con un valor de 20.0%. Los análisis 

de composición indican que los contenidos de proteína cruda, lípidos, fibra y cenizas 

del amaranto son generalmente más altos que en los cereales, pero con un 

contenido de carbohidratos más bajo (Guzmán-Maldonado H. et al. 1998). 

 

Tabla 1. Comparación de la composición proximal entre amaranto y algunos cereales en peso seco. 

(Huerta-Ocampo J. et al. 2012). 

ANALISIS AMARANTO MAIZ ARROZ TRIGO SOYA 

% Humedad 11.1 13.8 11.7 12.5 19.0 

%Proteína 

cruda 

15.1 10.3 8.5 14.0 37.0 

% Lípidos 7.7 4.5 2.1 2.1 20.0 

% Fibra 2.2 2.3 0.9 2.6 12.0 

% Cenizas 4.1 1.4 1.4 1.9 5.0 

% 

Carbohidratos 

57.0 67.7 75.4 66.9 7.0 

 

En general el contenido de aminoácidos esenciales del amaranto es adecuado para 

dietas en personas jóvenes y jóvenes-adultas; muy en particular los aminoácidos 

azufrados y lisina. Este último corresponde a casi el doble de lo que contiene el 

maíz, el trigo, o leguminosas importantes como chícharo, frijoles y soya (Dalton W. 

1973). La composición de aminoácidos en amaranto (Tabla 2) es poco usual debido 

a su balance cercano al óptimo requerido en dietas humanas para adultos según la 

FAO (2011), lo que hace de este grano una cosecha ideal para el futuro como 

alimento o fuente de proteínas. 
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Tabla 2. Composición de aminoácidos esenciales de semillas de tres especies de amaranto en 

(g/100g de proteína) (Huerta-Ocampo J. et al. 2012). 

AMINOÁCIDO Amaranthus 

hypochondriacus 

Amaranthus 

cruentus 

Amaranthus 

caudatus 

FAO/WHU/UNU 

Adultos Niños 

Isoleucina 2.8 – 3.8 3.4 – 3.7 3.6 – 4.1 1.3 4.6 

Leucina 5.0 – 5.8 4.8 – 5.9 5.9 – 6.3 1.9 9.3 

Lisina 3.2 – 6.0 4.8 – 5.9 5.7 – 6.4 1.6 6.6 

Metionina + 

Cisteina 

2.6 – 5.5 3.8 – 5.4 4.7 1.7 4.2 

Fenilalanina + 

Tirosina 

6.9 – 8.5 5.6 – 8.5 6.2 1.9 7.2 

Treonina 2.6 – 4.3 3.2 – 4.2 3.8 0.9 4.3 

Triptófano 1.1 – 4.3 nd 1.1 0.5 1.7 

Valina 3.2 – 4.2 2.4 – 4.0 4.1 – 4.7 1.3 7.2 

nd = no determinado. 

 

2.6 Proteínas de reserva y tipos. 

 

Estas reservas son movilizadas en el momento de la germinación para mantener el 

crecimiento de la semilla hasta que esta pueda establecerse por sí sola como una 

planta fotosintética autotrófica. Las proteínas almacenadas en los cuerpos 

proteínicos son denominadas proteínas de reserva (Bewley J. et al. 1990). De 

acuerdo a la clasificación de Osborne T. 1924, las proteínas de reserva se pueden 

dividir en cuatro grupos de acuerdo a su solubilidad. a) albúminas que son solubles 

en agua en buffers diluidos a valores de pH neutros; b) globulinas solubles en 

soluciones salinas pero insolubles en agua; c) Prolaminas que solubilizan en 

soluciones alcohólicas entre (70-90%); d) glutelinas solubles en medios básicos o 

ácidos diluidos. En los cereales, las proteínas más abundantes son las prolaminas 

y glutelinas, mientras que en leguminosas son las globulinas la fracción más 

importante. Las subunidades pueden contener dos o más cadenas de polipéptidos 

que pueden estar unidas por puentes de hidrógeno o puentes disulfuro entre los 

residuos de aminoácidos (Bewley J. et al. 1990). Se ha reportado que la mayor parte 

de las proteínas de amaranto se encuentran en el embrión, anillo que rodea al 
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perispermo (Saunders R. 1984).  

 

2.7 Clasificación de péptidos activos. 

 

Una de las definiciones para alimentos funcionales es aquella que además de 

proporcionar nutrición, ofrecen un beneficio adicional a la salud del consumidor. Una 

parte muy importante de los alimentos funcionales son los péptidos bioactivos, que 

se definen como péptidos con alguna actividad biológica y están presentes en los 

alimentos, ya sea de manera natural o son generados durante los procesos de 

alimentos (Ayala Garay A. V. et al 2014). Los péptidos bioactivos por lo general 

están compuestos de 3 a 20 aminoácidos de longitud, tanto las proteínas de origen 

animal y vegetal contienen secuencias con actividades potenciales (Rutherfurd-

Markwick K.J. et al. 2005). Los péptidos bioactivos más estudiados son los 

derivados de la leche y huevo, sin embargo, existen también varios reportes donde 

se puede observar proteínas de origen vegetal que aportan varios péptidos 

bioactivos de gran interés (Dziuba J. et al. 2003). Los métodos más comunes para 

el estudio de péptidos bioactivos son realizados en ensayos in vitro para demostrar 

su actividad biológica. Algunas estrategias comunes son la producción por digestión 

enzimática, hidrólisis química (procesos de alimentos) y síntesis in vitro, con el fin 

de obtener una cantidad suficiente para probar su actividad biológica, Barba-De La 

Rosa A. et al. 1992 y Rutherfurd-Markwick K. et al. 2005 agruparon los péptidos 

bioactivos en grupos de acuerdo a su actividad biológica general. Los grupos 

propuestos son: antimicrobianos y antifúngicos, reguladores de la integridad 

intestinal, anti-inflamatorios, antihipertensivos reguladores de colesterol, 

antitrombóticos, reguladores de absorción de minerales, inmunomoduladores, 

opioides (analgésicos potentes) y reguladores de funciones gastrointestinales. 

Los péptidos bioactivos están compuestos generalmente de 3 a 50 residuos de 

aminoácidos de longitud, como se muestra en la tabla 3. Tanto las proteínas de 

origen animal y vegetal contienen secuencias con actividades potenciales 

(Montoya-Rodríguez A. et al. 2015). Por mucho los péptidos bioactivos más 

estudiados son derivados de la leche y huevo. Sin embargo, existen varios reportes 

donde se puede observar que proteínas de origen vegetal como soya y trigo aportan 
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varios péptidos bioactivos de gran interés. Los métodos más comunes para el 

estudio de péptidos bioactivos están basados en ensayos in vitro para demostrar su 

actividad biológica. Algunas estrategias comunes son la producción por digestión 

enzimática, hidrólisis química (procesamiento de alimentos) y síntesis in vitro, con 

el fin de obtener la cantidad suficiente y en algunos casos fracciones de péptidos 

puros que después son probados para actividad biológica (Venskutonis P. et al. 

2013). 

Tabla 3. Actividad biológica detectada en algunas secuencias de péptidos derivados de la semilla de 

amaranto. 

 

 

Rutherfurd-Markwick K. et al. 2005 agruparon los péptidos bioactivos en grupos de 

acuerdo a su actividad biológica general. Los grupos propuestos son: 

Antimicrobianos y antifúngicos: Combaten una gran variedad de bacterias Gram 

positivas y Gram negativas, así como también algunas levaduras y hongos. 

Anti-inflamatorios: Este grupo está formado por algunos factores de crecimiento y 

péptidos que ayudan a mantener la integridad intestinal previniendo algunas 

inflamaciones. 

Antihipertensivos: Dentro de este grupo se encuentran los inhibidores-ACE (enzima 
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convertidora de angiotensina); inhiben las enzimas ACE I y II, que están 

involucradas en el sistema renina-angiotensina, el cual regula la presión sanguínea. 

Los vaso-relajadores por su parte actúan mediando los receptores Bradaquinina B1, 

prostacilina y un receptor desconocido de óxido de nitrógeno. 

Reguladores de colesterol: Son todos aquellos que ayuden a controlar o disminuir 

los niveles de colesterol en sangre. 

Antitrombóticos: En este grupo se encuentran los péptidos que ayudan a disminuir 

los riesgos de una trombosis, se incluyen todos aquellos péptidos que inhiben la 

formación de agregados. Las estructuras para las secuencias descritas se muestran 

en la figura 4, donde se tiene una estructura teórica optimizada para la mejor 

conformación espacial (Hariharan P. et al. 1973) 

 

 
 

Figura 4. Péptidos bioactivos derivados de proteínas de reserva de la semilla de amaranto. 

 

2.8 Dendrímeros. 

 

Los dendrímeros son macromoléculas inorgánicas de estructura bien definida, 

altamente ramificada y regular, que se sintetizan mediante una serie de reacciones 

repetitivas que dan lugar a compuestos monodispersos de igual estructura y 

dimensión (Figura 5). Una de las características más representativas de los 

dendrímeros es el gran control que se puede ejercer sobre sus propiedades durante 

el proceso de síntesis, lo que les confiere una alta versatilidad y permite su uso en 
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numerosos campos de investigación. Entre estos se encuentran la química, la 

medicina, la ciencia de los materiales, etc.  Los componentes fundamentales del 

esqueleto de un dendrímero son tres: el núcleo, las unidades de ramificación y los 

grupos terminales (Tomalia D. 1985). 

El núcleo puede ser un átomo o una molécula, dando lugar al número y la naturaleza 

de los grupos funcionales que tendrá en la periferia. Habitualmente suelen ser 3, 4 

o 6 ramas las que parten del núcleo y a mayor cantidad de ramificaciones que 

surgen, se produce una disminución en los huecos internos estructurales. La 

repetición de esta serie de ramificaciones forma las distintas capas a las que 

llamamos generaciones. Los grupos terminales forman la superficie externa del 

dendrímero y está determinado por la generación. Estos factores, junto a la 

naturaleza química de los átomos que los componen, pueden ser modificados 

durante el proceso de síntesis, lo que permite alterar la polaridad del dendrímero, la 

densidad y el tamaño de la macromolécula, etc. (Augustus E. et al. 2017). 

 

 
Figura 5. Características de los dendrímeros. Esquema de un dendrímero (Serrano M. et al. 2009). 

 

2.9 Antecedentes históricos sobre la síntesis de dendrímeros PAMAM. 

 

La primera síntesis de una molécula dendrítica fue descrita por Vögtle F. et al. 1978, 

se le llamó molécula en cascada. Realizada a partir de una metodología sintética 

necesaria para la preparación de estos compuestos, que se basa en una adición de 

Michael de una amina a un acrilonitrilo con posterior reducción del grupo ciano para 



  

14  

generar grupos amino. Tomalia D. en los años 80, diseñó una síntesis basada en la 

adición de tipo Michael a aminas de acrilato de metilo y posterior ataque con 

etilendiamina (Figura 6). Este tipo de dendrímeros tipo poliamidoamina hoy en día 

se comercializan con un núcleo de etilendiamina bajo el acrónimo PAMAM. (Tomalia 

D. 1985). 

 
Figura 6. Síntesis de los dendrímeros PAMAM por el método divergente (Tomalia D. 2005). 

 

2.10 Técnicas generales de síntesis de los dendrímeros PAMAM. 

 

La preparación de los dendrímeros se realiza de forma sistemática mediante un 

proceso iterativo de dos etapas: acoplamiento y activación. La repetición de estas 

dos etapas permite la obtención de estructuras ramificadas y regulares que forman 

las generaciones del dendrímero. En estos dos procesos es importante que las 

reacciones sean selectivas y de rendimientos elevados para evitar la formación de 

defectos en el esqueleto dendrítico. El proceso de crecimiento se puede llevar a 

cabo mediante dos estrategias sintéticas (Figura 7) o la combinación de ambas. 
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Método divergente  

En el método divergente, el dendrímero crece desde el núcleo de la estructura hasta 

la periferia. Para ello, los grupos funcionales que posee el núcleo se hacen 

reaccionar con la unidad repetitiva seleccionada, dando lugar a la primera 

generación de la macromolécula (Tomalia D. 1996).  A continuación, la activación 

de los grupos funcionales del extremo terminal del monómero forma los centros de 

ramificación sobre los que se crecerá la siguiente generación del dendrímero. A 

medida que aumenta la generación, aumenta la densidad de grupos funcionales en 

la periferia y, por tanto, aumenta la probabilidad de formación de defectos en la 

estructura (Tomalia D. 1985). 

 

Método convergente  

A diferencia del método anterior, el método convergente se empieza a construir para 

cada rama dendrítica (dendrón) de forma independiente, es decir desde la superficie 

hacia el interior (Wooley K. et al. 1991). Una vez que se alcanza el tamaño 

adecuado, se anclan las ramas a los grupos funcionales del núcleo. Mediante este 

método se disminuye la probabilidad de formación de defectos en la estructura, ya 

que la superficie de cada dendrón posee menos grupos reactivos. Sin embargo, a 

medida que se crecen los dendrones el impedimento estérico aumenta, haciendo 

que la unión final al núcleo se vea dificultada (Kawaguchi T. et al. 1995). 

Método mixto 

El método mixto supone una combinación de los métodos descritos anteriormente, 

de este modo, se hacen reaccionar ramas sintetizadas mediante el método 

convergente con un núcleo sintetizado mediante el método divergente. Así, se 

pueden evitar los inconvenientes que producen tanto el método divergente como el 

convergente. (Augustus E. et al. 2017). 
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Figura 7. Síntesis convergente y divergente PAMAM (Ghazzali I. 2016). 

 

Dendrímeros en aplicaciones médicas y biocompatibilidad: 

 

Los dendrímeros son sistemas con características ideales para aplicaciones en la 

medicina actual, usados como transportadores de fármacos y de biomoléculas.  Los 

dendrímeros tienen alta solubilidad en agua, pueden atravesar ciertos tejidos y 

barreras biológicas, dando lugar a liberaciones controladas de las moléculas que 

transportan debido a su estructura química y propiedades ácido-base. (Boas U.  et 

al. 2004). 

Una de las principales funciones de estas moléculas dendríticas es en el campo de 

la biomedicina, principalmente en sistemas de liberación controlada de fármacos, 

nanofármacos, agentes de diagnóstico, transferencia de genes y terapia 

fotodinámica, por mencionar algunos. (Figura 8) (D´Emanuele A. et al. 2005). 

Para poder utilizar los dendrímeros en sistemas biológicos deben tener una serie de 

características como no ser tóxicos, no inmunogenéticos, capacidad de atravesar 

barreras biológicas, que no se degraden y tengan un diseño conformacional 

específico respecto a variaciones de pH (Nishiyama N. et al. 2007). Las propiedades 

y toxicidad están definidas por la estructura del dendrímero y en especial por los 

grupos funcionales terminales, siendo en los dendrímeros del tipo PAMAM grupos 

amino primarios terminales expuestos.  
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Figura 8. Aplicaciones de los dendrímeros en sistemas biológicos (D´Emanuele A. 2005). 

 

2.11 Propiedades ácido base de los dendrímeros PAMAM. 

 

Los dendrímeros PAMAM poseen una estructura ramificada con un núcleo de 

grupos amino terciarios, conectados por enlaces amida secundarios y terminando 

con aminas primarias en la capa más externa. Los dendrímeros PAMAM tienen la 

capacidad de mantener su forma globular, aunque pertenezcan a generaciones de 

alto peso molecular, donde éstos no están impedidos por su capacidad de 

ionización, como puede ocurrir con las proteínas. Otras ventajas son su densidad 

de carga relativamente alta y sitios titulables que son accesibles a disolventes. Por 

lo tanto, los dendrímeros PAMAM son más sensibles a la fuerza iónica con respecto 

a una proteína globular regular, lo que lo hace un buen sistema para verificar las 

diferencias de protonación en cada generación (Reis P. et al. 2018).  Estos datos 

pueden mostrar un escenario posible para observar lo que sucede con los 

dendrímeros y extrapolar sus propiedades a pH fisiológico. Al bajar el pH, todos los 

grupos amino terminales del dendrímero PAMAM se protonan y exponen sus 

cargas, relajando el dendrímero y abriendo su estructura (Figura 9). Esta propiedad 

puede ayudar al dendrímero a atrapar moléculas específicas con ayuda del pH, 

gracias a la repulsión entre grupos amino y sus valores de pKa. La variación del pH 
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permite capturar y acoplar las diferentes moléculas gracias a la protonación del 

grupo amino, dada la distribución espacial del dendrímero PAMAM (Jiménez A. et 

al. 2012). 

 
Figura 9. Comportamiento de solubilidad de los dendrímeros PAMAM frente a pH ácido (Izquierda) 

y pH básico (Derecha) (Gonzalo T. et al. 2009). 

 

2.12 Residuos lignocelulósicos. 

Los residuos lignocelulósicos son los biopolímeros más abundantes sobre la Tierra, 

ya que comprenden cerca del 50% de la biomasa existente y su producción anual 

se encuentra entre 10‐50 mil millones de toneladas (Sánchez C. et al. 2008). La 

biomasa lignocelulósica que se destina a diferentes procesos de obtención de 

bioetanol de segunda generación puede dividirse en seis grupos: los primeros son 

los residuos agrícolas, como son los bagazos de caña de azúcar, de maíz, de sorgo 

azucarado, de paja de trigo, de arroz y de cebada. Los segundos provienen de 

maderas duras como el álamo. En tercer lugar, se encuentran las maderas blandas 

como el pino y el abeto; en cuarto lugar, se encuentran los residuos celulósicos 

como el papel periódico, residuos de papel de oficina y lodos de papel reciclado. El 

quinto grupo lo constituye la biomasa herbácea, que comprende alfalfa, pasto varilla, 

alpiste y limoncillo, etc. (Sánchez C. et al.  2008). Las fibras vegetales se consideran 

como compuestos de fibrillas de celulosa que se mantienen unidos por una matriz 
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formada por lignina y hemicelulosa (Jayaraman K. 2003), cuya función es actuar 

como una barrera natural a la degradación microbiana y como protección mecánica 

(Figura 10).  

 
Fig. 10. Matriz lignocelulósica. (Brandt A. et al. 2013). 

 

Celulosa. 

 

La celulosa es un polímero semicristalino que presenta microfibrillas altamente 

ordenadas y regiones amorfas, susceptibles a ataques por agentes químicos 

(Chamú-Muñoz A. et al. 2015). Esta se compone de glucosa unida por enlaces β-

1,4 glicosídicos que se estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas 

por puentes de hidrógeno y fuerzas de van der Waals intramoleculares (Figura 11), 

formando una estructura cristalina resistente a la hidrólisis y regiones amorfas 

susceptibles a la degradación enzimática. La celulosa producida de esta manera 

existe de forma natural en dos formas. La primera se conoce como celulosa pura, e 

incluye celulosas producidas en su estado natural, como el algodón y la celulosa 

bacteriana; y la presentan algunas algas. La segunda se denomina celulosa 

compleja, e incluye la mayoría de las celulosas presentes en la naturaleza, siendo 

el componente fundamental de la pared celular de las plantas superiores (Pecoraro 

E. et al. 2008). 
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Figura 11. Representación molecular de la celulosa. (Lebedev, 2015). 

 

2.13 Química computacional.  

 

La química computacional es la rama de la química que actualmente permite 

describir sistemas y fenómenos químicos con el uso de software informático, para 

diferentes propósitos. Nos permite utilizar herramientas de análisis fino en 

investigación química, fortaleciendo las técnicas clásicas de análisis. Estas técnicas 

de igual manera han evolucionando gracias al avance exponencial de las 

herramientas de cómputo, el avance de las matemáticas, la física, y la química 

teórica, dando métodos numéricos, analíticos y nuevos modelos teóricos.  

Hoy en día la química experimental y la química computacional se han vinculado de 

tal manera que es posible realizar cálculos con niveles elevados y confiables de 

teoría. De esta manera la química computacional tomó un gran impulso cambiando 

la idea fundamental de realizar experimentos para determinar propiedades de las 

moléculas obtenidas. A partir de este momento la química experimental se empieza 

a ver obligada a realizar predicciones teóricas y comparar éstos con métodos 

experimentales (Tabla 4). Algunas veces dando ventaja a los modelos teóricos por 

la facilidad de manejo de información con respecto a los resultados que se obtiene 

experimentalmente (Cuevas G. et. al. 2003). 
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Tabla 4. Métodos basados en química computacional (Suarez D. 2012). 

 
 

¿Qué permite hacer la química computacional hoy en día? 

La química computacional es apoyada de modelos matemáticos, permite desarrollar 

en el ambiente gráfico una estructura posible, donde se tiene un conjunto de núcleos 

y el número de electrones de cada molécula (Suárez D. 2012).  Esto permite calcular 

propiedades como: 

 

Arreglos geométricos de los átomos en las moléculas y sus estados de transición. 

Las energías relativas de una o varias moléculas. 

Propiedades como momentos dipolares o polarizabilidad. 

Propiedades espectroscópicas como desplazamientos químicos, frecuencias 

vibracionales, estados excitados por absorción de energía, etc. 

Propiedades termodinámicas. 

Propiedades cinéticas. 

Dependencia de propiedades como cambios de estructuras a lo largo de una 

reacción o del tiempo. 

 

Estas técnicas son complementarias a las técnicas experimentales tradicionales 

(Figura 12), algunos resultados obtenidos pueden ser imposibles de obtener con la 
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otra técnica. El análisis computacional permite entre otras cosas realizar 

aproximaciones a experimentos de alto riesgo, costosos, o de gran demanda de 

tiempo y dinero. Dando seguridad al no exponer al usuario a reactivos que puedan 

ser peligrosos. (Zarco M. 2010). 

 
Figura. 12. Algunas propiedades determinadas mediante la química computacional. 

 

Métodos ab Inito. 

Resuelve de modo aproximado la ecuación de Schrödinger mediante constantes 

físicas fundamentales. Partiendo del método Hartree-Fock para el cálculo de 

orbitales es posible formular diversos métodos para poner en práctica para métodos 

ab inito con mayor exactitud pero que hoy en día demandan grandes cantidades de 

hardware y elevados tiempos de cálculo (Suarez D. 2012). 

 

Métodos de la Teoría de Funcionales de la Densidad (DFT). 

Formulan el problema en términos de la densidad electrónica de la molécula, en 

función de la onda polielectrónica y esto lleva a que la energía electrónica sea 

función de la densidad. Existen diversos métodos DFT que están disponibles en 

programas de cálculo (Tabla 4). Una de las desventajas de este tipo de estudios es 
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que la aproximación DFT siempre es diferente, debido a que la densidad electrónica 

está dada por una correlación-intercambio. Las desventajas se resumen en: 

Dificultad para seleccionar un método adecuado, imposibilidad de refinar 

sistemáticamente los resultados y errores sistemáticos de muchos funcionales. A 

pesar de los problemas mencionados, estos métodos han ido incrementando su 

importancia a lo largo del tiempo (Suarez D. 2012 y Frisch M. et al. 2016). 

 

3. JUSTIFICACIÓN. 

      

Este trabajo está enfocado en el desarrollo de un biomaterial que consta de un 

dendrímero (PAMAM) sintético anclado a un biopolímero (celulosa) donde se 

pueden aprovechar las propiedades del PAMAM para captar determinadas 

biomoléculas. Las características de la celulosa son utilizadas para que el 

dendrímero pueda ser reutilizado, ya que estos dendrímeros al día de hoy no se 

utilizan en procesos continuos por la difícil recuperación de los dendrímeros 

(Kannaiyan D et al. 2009).  Algunos reportes citan presencia de diversos péptidos 

derivados de amaranto con propiedades antimicrobianas, antifúngicas, reguladores 

de funciones, antihipertensivos, entre otras actividades biológicas de interés para la 

salud (Venskutonis P. et al. 2013 y Hariharan P. et al.1973). Adicional a esto el 

amaranto tiene propiedades muy sobresalientes como son: altos contenidos de 

amilopectina que puede ser de interés para la industria alimentaria. Para tener claro 

los alcances de esta semilla, es importante tener conocimiento de la naturaleza de 

estas, tamaño de semilla, realizar estudios de su composición, morfología y los 

derivados que se pueden tener tras el proceso de alimentos. Con esté trabajo se 

logrará tener un punto de partida para el desarrollo de nuevos materiales que 

puedan tener cierta selectividad para separar ciertos péptidos bioactivos derivados 

de las proteínas de amaranto. Dichos péptidos pueden aportar muchos beneficios 

a la salud y en su caso poder comercializarse como un producto con alto valor 

agregado en la nueva tecnología implementada para los alimentos funcionales que 

están creciendo exponencialmente. 
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4.  HIPÓTESIS. 

Al obtener una mezcla heterogénea de péptidos que no puede ser separada por 

métodos convencionales, entonces una serie de dendrímeros en un soporte sólido 

logrará la separación selectiva y continua de diferentes péptidos afines a la periferia 

del biomaterial. 

 

5.  OBJETIVO. 

 

A partir de un biomaterial celulosa-dendrímero se realizará la separación selectiva 

de diferentes péptidos bioactivos presentes en el hidrolizado de amaranto, que 

puedan ser liberados posteriormente de forma controlada. 

 

5.1 Objetivos específicos. 

 

Lograr la retención de los dendrímeros en microfibras de celulosa para formar los 

biomateriales celulosa-dendrímero. 

Realizar un análisis teórico para determinar la afinidad de los dendrímeros a cierto 

tipo de aminoácidos presentes en el amaranto. 

Obtener diferentes hidrolizados de proteínas de la semilla de amaranto, mediante 

un proceso enzimático. 

Identificar los diferentes compuestos obtenidos y evaluar la capacidad que tiene el 

bio-material para un proceso continuo de separación. 

 

6. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

6.1. Materiales. 

 

Etilendiamina absoluta 99.5% (GC) (Lot. # STBG3744V), Tris(2-aminoetil) amina 

96% (Lot. # SHBH1328), acrilato de metilo 99% (Lot. # SHBG6616V), 4,4-

Metillenbis(fenil-isocianato) 98% (Lot. # MKBZ8178B), EDTA R.A (Lot. #  

JJRT2457), NaOH R.A (Lot. # ), NaCl (Lot. #  NGHY3569), K2HPO4 (Lot. #  

FTER24879),  Éter etílico (Lot. # HDRE5789), Celulosa microcristalina (Lot. # 

STGR24579). SuministradBos por Sigma Aldrich® y se utilizaron directamente sin 

ninguna purificación o tratamiento adicional. El metanol 99.8% (Lot. #  DCBD3122V) 



  

25  

y etanol 99.9% (Lot. #  GTLS224893) fue secado con hidruro de calcio (grado 

reactivo ≥90% [Lot. # STBF7045V]) y destilado posteriormente para obtener metanol 

anhidro. Subtilisina A (Lot. #  HERS545527), Aspergillus oryzae (Lot. #NVFT25863)  

Pepsina (Lot. #  GAMP552187), Tripsina (Lot. #  HYTR542155), Tirosina 

(Lot#GHSL557896), Tris [hidroximetil]aminometano hidroclórico (Tris-HCl-1M) fue 

grado biotecnológico certificado (Lot#LLSV55478, con una pureza mínima de 99%. 

Todos los reactivos fueron suministrados por Sigma Aldrich®. Los reactivos de 

electroforesis fueron comprados en Biorad (Hercules, California) proporcionadios en 

USAII-UNAM.  

El modelado molecular se realizó empleando programas especializados para 

química computacional, siendo estos: SPARTAN´02® (Modelado), 

GAUSSVIEW´05® (visualizador) y GAUSSIAN´09® (Desarrollando la 

determinación teórica), este último para trabajo en paralelo (LANCAD-UNAM-

DGTIC-400). 

 

Métodos: 

 

6.2 Síntesis de un dendrímero PAMAM (Partiendo de un núcleo de 

etilendiamina [EG]). 

La síntesis de los dendrímeros se llevó a cabo siguiendo una aproximación 

divergente (Tomalia D. 1996), siguiendo la metodología modificada descrita por 

Beezer A. et al. 2003, utilizando 9 equivalentes de etilendiamina por cada grupo 

éster que se sustituye (Castro R. et al. 2017).  

 

Dendrímero PAMAM con 4-32 grupos amino terminales (EG-0 a EG-3). 

 

Se añadió acrilato de metilo (14.3 g, 0.166 mol) lentamente a una disolución de 

etilendiamina (2.0 g, 33.3 mmol) en metanol (30 ml). La reacción se agitó durante 

48 horas (Para todas las reacciones) en ausencia de luz, en un baño a 20°C. Los 

reactivos en exceso y el disolvente se eliminaron al vacío.  

El dendrímero terminado en éster EG-0.5 (2.0 g, 4.95 mmol) se disolvió en metanol 

(20 ml) y se añadió gota a gota (bajo agitación) una disolución de etilendiamina (22.3 
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g, 0.371 mol) en metanol (30 ml). La disolución resultante se agitó durante 5-12 días 

(en ausencia de luz) en un baño a 20°C. El exceso de etilendiamina y disolvente se 

eliminaron al vacío para dar como resultado el dendrímero EG-0, esto se realizó 

generación tras generación hasta la generación 3 (EG-3) con 32 grupos amino 

terminales (Beezer A. et al. 2003 y Calabretta M. et al. 2007). 

6.3 Estudio Ácido-Base. 

Para cada generación obtenida de los dendrímeros (EG1-EG3), se pesaron de 15 

a 20 mg de cada molécula, se colocaron en 15 ml de agua destilada y 

posteriormente se titularon con HCl (1M). Las adiciones de HCl se realizaron 

adicionando 4 µL cada 4 seg, por medio de un micro-dispensador Hamilton Microlab 

600 Series y las lecturas de pH fueron tomadas con un potenciómetro JENWAY 

Modelo 3020. Estas muestras después de titularse con HCl se titularon por retroceso 

con NaOH (1M), repitiendo este procedimiento 3 veces para determinar la 

estabilidad y el comportamiento de la molécula al tener variaciones importantes de 

pH. Utilizando el mismo método se determinó el comportamiento ácido-base de los 

Bio-materiales obtenidos. 

6.4 Síntesis del material compuesto dendrímero-celulosa. 

 

Para este acoplamiento se tiene celulosa pura, comercial, el dendrímero G3 

sintetizado, perfectamente bien identificado y caracterizado, con el objetivo de que 

cuente con la menor cantidad de defectos en el proceso de síntesis (Fatemi S. et al. 

2020) Posteriormente se siguieron los siguientes pasos para la obtención del 

material compuesto: 

 

1. Se colocaron 20 ml de Metanol 99.8 % en un matraz de bola de 50 ml. 

2. Se colocaron 100 mg de celulosa en el medio y con agitación constante a 

40°C por 30 minutos. 

3. Una vez concluidos los 30 minutos, se añadieron al medio de reacción 10 mg 

de 4,4-Metilenbis(fenil-isocianato); se mantuvo en agitación y a 40 °C por 12 

horas. 

4. Transcurrido el tiempo de reacción se procede a agregar 50 mg del 



  

27  

dendrímero (cualquiera de los dos mencionados anteriormente). Se 

mantienen las condiciones de reacción por 6 horas más para completar la 

reacción. 

5. Una vez terminada la reacción se procede a separar el bio-material del 

medio, separando por filtración y realizando 3 lavados con metanol, para 

retirar todos los restos de reactivos que pudieran quedar presente. 

 

6.5 Estudio Computacional.  

 

En un trabajo previo, las moléculas dendríticas obtenidas fueron modeladas en 

SPARTAN´02; a estas moléculas se les realizó un análisis conformacional por 

medio de mecánica molecular para obtener un confórmero con el que se inicia la 

optimización a nivel cuántico (Roy D. 2000-20016). El primer paso para desarrollar 

el análisis teórico es optimizar la molécula, logrando una distribución electrónica lo 

más cercana a la molécula sintetizada experimentalmente y de esta manera 

seleccionar el confórmero más estable (Kirkpatrick J. et al. 2021). Las geometrías 

seleccionadas se optimizaron apropiadamente mediante el nivel de teoría DFT 

empleando el funcional híbrido B3LYP y el conjunto de funcionales base 6-31G (d, 

p), en GAUSSSIAN´09 (Parr R. et al. 1989 y Kohn W. et al. 1996). Partiendo de 

estos cálculos se construyó un método análisis para las moléculas dendríticas 

acopladas a diferentes aminoácidos presentes en las proteínas de reserva en la 

semilla de amaranto. Estos cálculos se realizaron con el mismo funcional y el mismo 

conjunto de funcionales base para optimizar la molécula, pero a diferencia de éstos, 

se usó el software GAUSSSIAN´16 y un escalamiento en el funcional usado. Los 

funcionales se definieron de acuerdo a la escalera de Jacob, que es un camino 

jerárquico que en principio nos permite mejorar los resultados y calidad de las 

predicciones DFT de una manera sistemática (Becke A. et al. 1988). 

Para apreciar si existe una diferencia notable en los niveles de teoría utilizados, se 

compararon los resultados entre el funcional B3LYP y M062X siguiendo la escalera 

de Jacob para determinar la correlación que hay entre ambos funcionales, así como 

la afinidad que tienen las moléculas dendríticas para retener aminoácidos 

específicos. Estos resultados son comparados con los resultados experimentales 
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para dar un perfil más detallado de las posibles interacciones que se esperan, así 

como una aproximación a los péptidos que tendrán mayor afinidad al biomaterial 

(Lee C. et al. 1988). 

Las frecuencias vibracionales obtenidas en forma de interferograma se visualizaron 

con GAUSSVIEW'6 para transformarlas en bandas de transmitancia aproximada, 

utilizando los mismos funcionales que en la optimización de las moléculas aisladas. 

Una vez obtenido un espectro adecuado, se procedió a escalar matemáticamente 

el nivel de error que se produce durante los cálculos. Se seleccionó la mejor 

optimización de las energías de interacción entre la macromolécula dendrítica, así 

como para las biomoléculas y se generaron mapas del potencial electrostático 

molecular para las interacciones más representativas. Éstas se visualizaron con 

GAUSSVIEW'6 (Parr R. et al. 1989 y Kohn W. et al. 1996). 

El potencial electrostático molecular (MEP) está definido como la energía de 

interacción entre sistemas, en los que se desprecia la polarizabilidad y los efectos 

de rearreglo nuclear con una carga puntual situada en una posición (Politzer P. et 

al. 1985). Si una molécula tiene una función de densidad electrónica ρ(r´), entonces 

su potencial electrostático en cualquier punto (r´) viene dado rigurosamente por la 

siguiente ecuación. 

 

Donde ZA es la carga sobre el núcleo A, localizada a RA -(r) es la densidad 

electrónica funcional de la molécula. El potencial electrostático molecular (MEP) es 

una herramienta usada en la interpretación de reactividad molecular de especies 

electrófilas. Un electrófilo tiende a ir a aquellas regiones en las que el potencial V(r) 

tenga los valores más negativos (mínimo local) (Rajeev K.  et al. 1990) 

 

Estrategias para el estudio y predicción de péptidos bioactivos. 

 

El estudio integral para determinar las actividades potenciales de un determinado 

compuesto con actividad biológica se puede dividir en tres etapas. La primera 

corresponde a las determinaciones in vitro con ensayos químicos y líneas celulares, 
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así como determinaciones de modelado in silico con técnicas computacionales. La 

segunda etapa consiste en ensayos y determinaciones in vivo en sistemas modelo 

en animales, mientras que la etapa final corresponde a estudios epidemiológicos y 

ensayos clínicos. Estos estudios implican determinar una fuente de proteínas 

adecuada para su posterior liberación enzimática o química de los compuestos 

bioactivos. Estos hidrolizados usualmente son sometidos a técnicas de 

caracterización por medio de técnicas especializadas como electroforesis (Li-Chan 

E. 2015). 

Utilizando las bases de datos para péptidos bioactivos secuenciados y 

caracterizados experimentalmente se buscará la ocurrencia exacta los péptidos de 

interés derivados de la semilla de amaranto para su posterior análisis y aislamiento. 

Esta primera etapa se realizó utilizando una base de datos de NCBI, donde una vez 

identificadas algunas secuencias con ocurrencias exactas se procede a clasificar 

las estructuras de las proteínas que contienen al menos un péptido conocido. 

Básicamente la única forma de predecir péptidos bioactivos nuevos es por el uso de 

bases de datos para secuencias de diferentes proteínas caracterizadas. Estas son 

mayormente secuenciales y contienen los péptidos bioactivos caracterizados, como 

es el caso de PepBank, Antimicrobial Pptide Database (APD), Biohemia, UNIPROT 

y BIOPEP. Esta última en especial contiene más de 3000 péptidos identificados de 

manera teórica para amaranto, a partir de sus proteínas de reserva. Está 

mayormente enfocada en derivados de proteínas de consumo en dietas, incluyendo 

información de proteínas precursoras de los péptidos del que derivan. En particular 

se trabajó con la base de datos de BIOPEP, Biohemia y NCBI, ya que se encuentran 

más especializadas en la presencia de péptidos bioactivos que provienen de 

proteínas alimentarias, con estas bases de datos se tiene ID, nombre, masa, 

actividad y secuencia de los péptidos almacenados (Sánchez C. 2007). 

 

Predicción de péptidos activos en proteínas de reserva de amaranto. 

Se realizó una búsqueda de secuencias para proteínas reportadas en la variedad 

estudiada en el laboratorio, “Amaranthus hypochondriacus de variedad Nutrisol”, en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez. Estas secuencias fueron analizadas para 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez
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obtener el perfil de péptidos activos que están presentes en proteínas de reserva de 

amaranto usando la base de datos https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/ 

 

6.6  Semilla de amaranto. 

 

Las semillas de amaranto fueron cultivadas Atlacomulco Estado de México;n para 

la caracterización se empleó la variedad comercial Nutrisol. Las semillas se molieron 

y tamizaron hasta obtener una harina, siguiendo la metodología descrita por Barba 

de la Rosa et al. 1992. La harina se desengrasó por 2 horas con éter en una relación 

harina/éter 1:10 (p/v) en agitación magnética a 10°C. La mezcla se centrifugó a 4000 

rpm por 5 min. La pastilla resultante libre de grasa se secó a temperatura ambiente. 

Las semillas y harina tanto entera como desengrasada se almacenaron hasta su 

uso. 

Tamaño de semilla. 

La determinación del tamaño de semilla se llevó a cabo manualmente con un vernier 

de precisión. Se seleccionaron al azar 100 semillas de cada variedad para realizar 

las mediciones por triplicado y se obtuvo la media promedio.  

Peso de 100 granos. 

La determinación del peso se llevó a cabo pesando 100 semillas de la variedad, 

tomadas al azar. Esta determinación se realizó por triplicado. 

 

7. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS DE RESERVA: MÉTODO DISOLUCIONES. 

 

Extracción de fracciones proteicas. 

La extracción de proteínas se llevó a cabo de acuerdo con lo reportado por Barba 

de la Rosa et al. 1992 (Figura 13). La fracción de albúminas más nitrógeno no 

proteínico se obtuvo a partir de harina desengrasada y se empleó como agente de 

extracción agua destilada. Las suspensiones de harina/solvente (1:10 p/v) se 

extrajeron con agitación magnética por 1h a 10°C y se centrifugó a 4000 rpm por 10 

min. El sobrenadante se colectó para un análisis posterior. La pastilla resultante se 

resuspendió en 0.1 M NaCl, 0.010 M K2HPO4, pH 7.5, 0.001 M EDTA para la 

extracción de globulinas 7S; y se siguió el procedimiento de extracción arriba 

mencionado. La fracción de globulinas 11S se obtuvo con el buffer 0.8 M NaCl, 

https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/
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0.010 M K2HPO4, pH 7.5, 0.001M EDTA. Las prolaminas se obtuvieron con una 

solución de etanol al 70% y finalmente las glutelinas con una solución 0.1 M de 

NaOH. Los sobrenadantes se colectaron y almacenaron a -20°C hasta su uso.  

 

 
 

Figura 13. Extracción de fracciones protéicas derivadas de la semilla de amaranto. 

 

 

7.1 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS DE RESERVA: MÉTODO FENOL: 

 

Un gramo de muestra se maceró utilizando polytron. La muestra se puso en 6 ml de 

fenol pH 8.8 y 5 ml de buffer de extracción (100mM tris HCl, pH 8.8, 10mM EDTA, 

900 mM sacarosa y 0.4% de 2-betamercaptoetanol) se aplicaron 5 pulsos de 1 min 

en el politrón alternados por 1 min en hielo, después de los 5 pulsos se mantuvo en 

hielo 10 min más y se centrifugaron a 4000 rpm durante 30 min, se tomó la fase 

orgánica y se depositó en un tubo de 50 ml nuevo y se agregaron 25 ml de acetato 

de amonio 100 mM en metanol se agitó y se dejó reposar 16 h a -20 °C. 

Posteriormente se centrifugo a 4000 rpm durante 30 min para obtener una pastilla 

de precipitado y se descartó el sobrenadante, la pastilla se lavó con 5 ml de acetato 

de amonio en metanol 2 veces y se centrifugo a 4000 rpm por 10 min después de 

cada lavado, posteriormente se lavó de igual manera la pastilla con acetona al 80% 
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2 veces y un último lavado con etanol al 70%, la pastilla se resuspendio  en 500 µl 

de buffer IEF (isoelectric focusing). 

 

7.2 Determinación de la calidad de de proteína SDPAGE 1D. 

 

Se cuantificó la cantidad de proteína en un Nanodrop 2000 en el rango uv-vis (160 

nm - 780 nm) y se analizó la integridad de la proteína en un gel de SDS-PAGE 1D. 

Las muestras se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 12% de acrilamida de una 

dimensión con un estándar de marcador molecular Precisión Plus de Biorad como 

referencia de peso molecular para observar su integridad (Figura 14). Se corrió el 

gel a 120V por 2.5 h Posteriormente se desmontó el gel y con mucho cuidado se 

colocó en solución de coomassie coloidal.  

 

Tinción con Coomassie coloidal. 

Finalizada la electroforesis, se realiza un primer paso de fijación, incubando los 

geles en una solución 50 % v/v metanol/agua durante al menos 1 h a temperatura 

ambiente. A continuación, se retira la solución de fijación y se incuban los geles en 

solución de tinción (8 % p/v sulfato amónico, 2 % ácido fosfórico y 20 % metanol y 

0.1 % de Azul de Coomassie G-250) durante, al menos, 16 horas a temperatura 

ambiente. Finalmente, se destiñen los geles con agua bidestilada, hasta alcanzar el 

contraste adecuado para la identificación de manchas. 

Captura de imágenes. 

Se procedió a la adquisición de la imagen para su análisis densitométrico, en un 

sistema de densitómetro calibrado GS-900 Biorad.  

7.3 Hidrólisis de proteínas y captura del péptido por el dendrímero PAMAM. 

Se tomaron alícuotas de glutelinas y globulinas 11s, se precipitaron para obtener 

200 mg de proteína. La pastilla se resuspendió en 250 ml de buffer de urea (Urea 

6M, Tris 100 mM pH 7.4). El pellet de interés obtenido se resuspendió en una 

solución de Tris-HCl 0.1M. La fracción obtenida se digirió con subtilisina A de 

Bacillus licheniformis, que hidroliza selectivamente el péptido en los residuos Lys, 
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Arg y Tyr (Yang T. et al. 2023), se utilizaron 10 µg de proteasa /100 µg de proteína. 

La hidrólisis se realizó a 30 °C durante 12 h (Bindal S. et al. 2017). Este proceso de 

hidrólisis se repitió con Aspergillus oryzae (cortes en Arg, Thr, Pro, García M. et al. 

2001), tripsina (cortes en Arg y Lys, Ajaypal S. et al. 2014) y pepsina (cortes en Thr, 

Phe y Tyr, Chun C. et al. 2013) para tener un comparativo entre diferentes enzimas 

y cortes selectivos. La digestión se realizó con las diferentes enzimas antes 

mencionadas en una relación 1:50 por 14 horas a 30 ± 2 °C. La reacción se detuvo 

ajustando el pH a 6 con ácido acético concentrado y congelando a -70 °C. 

Una vez obtenido el hidrolizado se colocó en una columna de vidrio empacada ( 2 

cm de diámetro y 20 cm de largo) con el biomaterial (BM) donde se ajustó el pH=8.5 

con NaCl 0.5M, se hizo pasar a través de todo el lecho hasta alcanzar el punto más 

bajo en la columna. Se dejó por un lapso de 1 min y se colectó la mezcla residual, 

posteriormente se hizo pasar NaCl hasta generar un lavado de todo el lecho 

empacado. Como paso final se colectaron los péptidos capturados por el biomaterial 

cambiando el pH, lavando con HCl= 1M el biomaterial para liberar los péptidos. Los 

péptidos colectados se sometieron a un proceso de purificado (lavados) para 

identificar por espectrometría de masas (Ayala-Niño A. et al. 2019). 

 

7.4 IDENTIFICACIÓN DE PÉPTIDOS BIOACTIVOS EN LAS FRACCIONES PROTÉICAS 

MEDIANTE CROMATOGRAFÍA DE LÍQUIDOS ACOPLADA A ESPECTROMETRÍA DE 

MASAS (LC MS/MS). 

 

El análisis de cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas se llevó a 

cabo preparando la muestra como indica la figura 14 para insertar en un sistema 

que consiste de un HPLC Agilent 1200 acoplado a un espectrómetro de MALDI-TOF 

en un aparato Synapt G2 equipado con un detector de iones de alta definición. Se 

utilizaron los siguientes parámetros: modo de funcionamiento lineal, polaridad 

positiva y un intervalo de 100-10.000 m/z (Análisis realizado por USAII-UNAM-FQ). 

(Boas U. et al. 2002 y Klajnert B. et al. 2007) La identificación de péptidos bioactivos 

se realizó haciendo una búsqueda en la base de datos para péptidos activos 

https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/   y https://www.uniprot.org/  

 

Tras obtener los resultados por espectrometría de masas, se llevó a cabo un análisis 

https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/
https://www.uniprot.org/
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de interacción para la molécula dendrítica y el péptido por mecánica molecular 

MMFF, MMFF94, MMFF94s, para energías conformacionales, energías y 

geometrías de interacción intermolecular, simulado en SPARTAN'06 (Reis P. et al. 

2018). 

 
 

Figura 14. Preparación y purificación de la muestra para ser insertada en el espectrómetro de masas 

ya que al tratarse de un instrumento de análisis muy fino se requiere un tratamiento previo para poder 

insertar un analito.  

 

8. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS.  

 

8.1 Síntesis de los dendrímeros. 

Los dendrímeros PAMAM obtenidos con 9 equivalentes de etilendiamina presentan 

resultados muy similares a los obtenidos usando 18 equivalentes (Esquivel R. et al. 

2009 y Beezer A. et al. 2009). Como los rendimientos son muy próximos y no hay 

un cambio considerable en los tiempos de reacción, se tomaron estas moléculas 

para los análisis correspondientes y el desarrollo del biomaterial. A partir de estos 

resultados se decidió mostrar solo los resultados para la serie de dendrímeros 

sintetizados a partir de 9 equivalentes de etilendiamina, ya que los resultados para 

18 equivalentes serían repetitivos. Esto aplica para todas las técnicas empleadas 

en la caracterización de la molécula que se detallan a continuación. 
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8.2 Caracterización por FT-IR de los dendrímeros. 

Los dendrímeros sintetizados a partir de un núcleo de etilendiamina, donde se tiene 

como intermediario un dendrímero terminado en éster en toda la periferia de la 

molécula, son tratadas con etilendiamina para obtener las moléculas esperadas, 

que llamaremos “EG”. Los dendrímeros con grupos terminales éster son las 

moléculas precursoras de las generaciones con grupos terminales amino, que se 

caracterizaron para definir si estaban completamente sustituidos con la finalidad de 

mantener un control durante toda la síntesis (Lloyd J. et al. 2016).  

Con base a los resultados obtenidos, se muestran en la figura 15, los espectros FT-

IR para las moléculas obtenidas de la generación 0 a la generación 3. Se puede 

notar que las bandas características para los dendrímeros PAMAM son muy 

similares en todo el espectro, ya que se cuentan con los mismos grupos funcionales 

en cada molécula (Tomalia D. et al. 1985).  Para la serie EG de dendrímeros 

PAMAM se presenta un patrón FT-IR similar en cada una de las moléculas, donde 

los grupos funcionales nos ayudan a tener una aproximación cualitativa general de 

la estructura molecular (Beezer A. et al. 2003). Dado este comportamiento se tomó 

como base el dendrímero EG1 para hacer referencia a todas las generaciones de 

los dendrímeros EG en los modelados moleculares y análisis teóricos.  

 

Figura 15. Espectros de FT-IR para la serie de dendrímeros PAMAM EG con grupos amina 

terminales. 
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 8.3 Caracterización FT-IR y determinaciones teóricas. 

Tomando como referencia lo reportado por Prakash S. et al. 2013, donde sólo se 

realizan aproximaciones experimentales, se presenta relación de conjunta entre 

resultados teóricos y experimentales que describen un seguimiento más exacto a la 

caracterización de los dendrímeros generación tras generación. Este análisis sirve 

como apoyo para tener un análisis más profundo, cualitativo y comparativo, 

tomando como partida las determinaciones de la estructura molecular optimizada y 

de ciertas características que se detallan en el texto de Hu J. et al. 2009. En este 

trabajo se desarrolló la optimización de la molécula y el cálculo de propiedades 

espectroscópicas utilizando métodos DFT con el funcional B3LYP, con el conjunto 

de bases 6-31G (d,p). 

Con este análisis se puede identificar puntualmente cada banda representativa, 

apoyados de estudios computacionales. Para esto se realizó un análisis 

conformacional de las moléculas con mecánica molecular MMFFs, con el propósito 

de obtener un conjunto de confórmeros (Kirkpatrick J. et al. 2021). De los resultados 

obtenidos se eligieron de dos a tres confórmeros estables del sistema que fueron 

optimizados específicamente con el funcional B3LYP y el conjunto de funcionales 

base 6-31G(d,p). Una vez terminado el proceso de optimización, se eligió el 

confórmero que presentó el estado de energía más bajo (Figura 16).  

 

Figura 16. Molécula EG1.0 optimizada en B3LYP/6-31G(d,p), donde se observa la distribución de 

energía más estable. 
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Como parte de la caracterización molecular, también fueron calculadas las 

frecuencias vibracionales e interferograma. Las frecuencias obtenidas en los 

espectros teóricos fueron escaladas con un factor de corrección de 0.961 con 

respecto a “NIST  2016”, las principales frecuencias de vibración fueron comparadas 

con los resultados experimentales como se puede apreciar en la tabla 5. La 

diferencia entre frecuencias experimentales y calculadas no está tan alejada una de 

otra, sólo para el caso de las amidas, lo que puede deberse a todas las interacciones 

que se presentan experimentalmente (Wolski P. et al. 2019). Las frecuencias 

calculadas ya corregidas se aproximan bastante a los intervalos de absorción ya 

establecidos para los diferentes grupos funcionales. La diferencia más notable entre 

ambos tipos de frecuencias puede ser debido al factor de corrección con el que es 

calculado y tomando en cuenta que las moléculas se encuentran aisladas y en fase 

gaseosa (Lui Y. et al. 2009).  

Tabla 5. Comparación de frecuencias teórico-experimentales, para el dendrímero EG1.0. Utilizando 

un funcional híbrido B3LYP y un conjunto de bases 6-31G(d,p). 

- EXPERIMENTAL 

(cm-1) 

TEÓRICO 

ESCALADO 

(cm-1) 

% ERROR 

NH2 (ASIMÉTRICO) 3282.28 3303.09 0.99 

NH2 (SIMÉTRICO) 3060.20 3088.49 0.99 

CH2 (ASIMÉTRICO) 2926.85 2873.56 1.01 

CH2 (SIMÉTRICO) 2857.74 2811.68 1.01 

C=O 1640.10 1657.89 0.96 

RCONHR´  

(EN EL PLANO) 

1550.30 1497.51 1.03 

%Error, donde Experimental corresponde al 100% 

En la figura 16 se puede apreciar que las bandas características para los 

dendrímeros PAMAM son muy similares en todo el espectro, ya que se cuentan con 

los mismos grupos funcionales en cada generación, sólo en diferente proporción. 

Esta serie de dendrímeros PAMAM “EG” con grupos amino terminales nos ayuda a 

tener una aproximación cualitativa de la estructura molecular (Tomalia D. et al. 

1985). Dado este comportamiento se tomó como base el dendrímero EG1.0 para 

hacer referencia a todas las generaciones de los dendrímeros, teniendo como punto 
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de referencia la generación más pequeña, escalando a la más grande, utilizada en 

experimentos posteriores (Tomalia D. et al. 1985). Para la figura 17, tomando en 

cuenta que a nivel teórico se obtienen bandas finas y bien definidas donde las 

interacciones intermoleculares son menores. En el espectro experimental tenemos 

todas las interacciones entre moléculas que se ven representadas como bandas 

anchas y traslapadas. Dado este comportamiento, se procedió a hacer un análisis 

donde se comparan las bandas de ambos espectros para tener un marco de 

referencia entre ambas técnicas y poder definir cada grupo funcional presente. 

 

Figura 17. Comparación del interferograma teórico y el espectro IR con el espectro IR experimental 

para el dendrímero EG1.0.  

 

8.4 Determinaciones ácido-base para la serie de moléculas EG. 

En este tratamiento se puede observar una tendencia similar para las diferentes 

generaciones de moléculas EG (Figura 18), donde los consumos de NaOH son muy 

similares en las 4 generaciones analizadas (Hwang et al., 2007). Se pueden apreciar 

variaciones en el punto de equilibrio, que se deben a la cantidad de dendrímero 

colocado inicialmente. Por otro lado, se tiene una zona de amortiguamiento de pH 

10 hasta pH 5, donde se puede definir que hay una serie de interacciones entre los 

grupos amino terminales y amida secundarias presentes en toda la molécula (Maiti 

P. et al. 2005 y Chen W. et al. 2000). Cabe destacar que la molécula a medida que 

crece, aumenta la cantidad de interacciones inter e intramoleculares. En este 

comportamiento observamos que la molécula EG presenta estabilidad a los cambios 
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de pH, no se destruye y conserva la misma cantidad de grupos funcionales ante los 

cambios bruscos de pH (Reis P. et al. 2018 y Liu Y. et al. 2009). Con este estudio 

se seleccionó la molécula que fue utilizada para sintetizar el biomaterial. 

 

Figura 18. Perfiles ácido-base (Básico-Ácido) para la serie de moléculas EG. 

 

9. SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DEL BIO-MATERIAL (BM). 

 

La síntesis de los bio-materiales se realizó utilizando los dendrímeros EG3, debido 

a que muestran propiedades muy similares a los de generaciones más pequeñas y 

estos pueden brindar mayores beneficios al material compuesto. Se usan estas 

macromoléculas ya que pueden retener más partículas en su matriz, así como en 

su periferia, gracias al tamaño y el incremento de grupos funcionales (Maingi V. et 

al.  2012 y Reis P. 2018). Estos materiales son sintetizados a partir de celulosa 

microcristalina y el dendrímero. Por otro lado, el anclaje de los dendrímeros se 

realizó utilizando 4,4-(fenil-isocianato), que por sus características químicas puede 

reaccionar con el dendrímero, así como con la celulosa (Beezer A. et al. 2003). Por 

un lado, reacciona con las microfibrillas formando un enlace uretano con los iones 

OH de la celulosa, ya que estos se encuentran más expuestos al tratase de celulosa 

micro-cristalina. Por otro lado, el grupo isocianato reacciona de manera más rápida 

con los grupos amina terminales del dendrímero, formando un enlace del tipo amida 

secundario (Beezer A. et al. 2003). En la Figura 19 se puede observar un esquema 

general de la reacción que se lleva a cabo para la síntesis del material, donde la 



  

40  

inmovilización del dendrímero puede llevarse de manera física o química. De 

manera física las interacciones electrostáticas o del tipo puente de hidrógeno en la 

mezcla pueden acoplar el dendrímero de manera superficial. Para evitar esto se 

realizaron una serie de lavados con metanol, para tratar de obtener solo la molécula 

de interés, siendo sólo la que está anclada químicamente por los enlaces uretano y 

amida posterior a la reacción del 4,4-(fenil-isocianato).  

 
Figura 19. Esquema general de síntesis del bio-material, Bagheri M. et al. (2008). 

 

Una vez obtenido el material de interés de la mezcla de reacción, se caracterizó por 

espectroscopía FT-IR y microscopía electrónica (SEM y TEM), de la misma manera 

se determinaron sus propiedades ácido base ya como material compuesto.  

 

9.1 Caracterización por FT-IR de los bio-materiales (dendrímero EG3 anclado 

a celulosa). 

Se caracterizó el biomaterial por espectroscopía FT-IR, como podemos observar en 

la figura 20, se tienen bandas traslapadas de dendrímeros y celulosa con el 

biomaterial. Al comparar los 3 espectros se muestra una correlación de bandas al 

tener un material compuesto entre los dos reactivos iniciales. Las bandas más 

características para el material y los nuevos enlaces formados son: FT-IR (cm-1): 

3277 (NH2); 3277 y 3077 (C=ONHC); 2942 (C-H alif.), 1,637 (C=O); 1544 (CNHOC); 
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1237 (CC=OOC); 1103 y 1057 (celulosa). Donde vemos que las bandas 

características para el dendrímero se conservan y se nota la aparición de bandas 

nuevas alrededor de 1237 y 1057 cm-1 que son representativas para enlaces del 

tipo éster y las cadenas de celulosa respectivamente (Jiangqi Z. et al. 2015). 

 

Figura 20. Espectros de FT-IR para la serie del dendrímero PAMAM EG, celulosa y el bio-material 

CEG4. 

 

9.2 Determinaciones ácido-base para el bio-material. 

En esta determinación se puede observar el comportamiento que tiene el material 

CEG3 al cambio de pH (Figura 21), se realizó un duplicado para la misma muestra 

se determinó que no sufría cambios irreversibles al variar el pH (Kannaiyan D. 2009 

y Lee I. et al. 2002). En los resultados se aprecia que el bio-material no se está 

degradando ante cambios notables de pH y que tiene estabilidad el dendrímero 

anclado a la celulosa. Por otro lado, se tiene una zona de amortiguamiento de pH 5 

hasta pH 9.8, muy similares a los observados en la molécula dendrítica aislada, 

donde se notan sólo ligeros cambios en el pH inicial. (Qiu Z. 2020), Se puede 

concluir que la estructura del dendrímero no se ve afectada directamente por los 

cambios realizados tras el anclaje químico, pero si se nota una reducción del 

consumo de HCl, lo que indica que se reducen de manera importante los grupos 

NH2 que pueden ser protonados (Maiti P. et al. 2005). 
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Figura 21. Perfiles ácido-base para el biomaterial dendrímero-celulosa (BM). 

 

Para asegurar el comportamiento de estos bio-materiales, se realizó una titulación 

por retroceso para determinar si la molécula presenta estabilidad ante los cambios 

bruscos de pH (altos y bajos). Posteriormente se realizó una comparación de ambos 

perfiles de titulación para el bio-material CEG3 (Figura 22). En este comportamiento 

observamos que el material al ser tratado a un pH altos y bajo no se destruye, 

conserva la misma cantidad de grupos funcionales y presenta una estabilidad a 

varios ciclos de uso. Esto puede determinar una posible aplicación del material para 

retener y liberar péptidos al realizar modificaciones ácido-base del medio en que se 

encuentre, sin que éste pierda sus propiedades, estructura o se pierda el material. 

  

Figura 22. Perfiles ácido-base (Ácido-Básico, Básico-Ácido) para el biomaterial dendrímero-celulosa 

(BM). 
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9.3 Microscopía electrónica de barrido (SEM) para el bio-material. 

El bio-material CEG3 se muestra en la figura 23, donde puede apreciar una muestra 

de celulosa microcristalina comercial. (Figura 23-A) y el biomaterial celulosa-

dendrímero en las siguientes micrografías. La celulosa comercial presenta una 

estructura más expandida y porosa que en el material CEG3, el cual se encuentra 

recubierto por los dendrímeros PAMAM EG3 (Figura 23-B-C). Los dendrímeros le 

confieren una distribución más aglutinada al bio-material, a diferencia de lo que se 

observa en la celulosa pura. La celulosa con los dendrímeros anclados en la 

superficie presentan zonas de aglomeración ya que el dendrímero tiende a ser 

pegajoso en seco. Para este caso se aprecia que el efecto del dendrímero sobre la 

celulosa genera una especie de aglomerados en estado sólido disperso. 

 

Figura 23. Micrografías SEM tomadas por USAII-UNAM de 250x (1) a 2000x (5). (A) celulosa 

microcristalina comercial, (B) biomaterial celulosa-dendrímero, (C) biomaterial celulosa-dendrímero 

posterior a su uso.  

 

9.4 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) para el bio-material. 

En la figura 24 se muestran las micrografías para el bio-material CEG3, donde se 

puede hacer una comparación con celulosa microcristalina (24-A) vista por 

microscopía TEM.  Los biomateriales al contener celulosa como soporte no permiten 
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apreciar totalmente los dendrímeros por este tipo de técnica ya que los cristales son 

muy grandes y no pueden ser vistos con facilidad bajo el microscopio, pero se puede 

tener una visión de estos teniendo en cuenta las imágenes tomadas por SEM. Las 

fibras de celulosa que notamos en SEM pueden verse más a detalle en TEM, ya 

que el acercamiento es mayor gracias a la reconstrucción electrónica que esta 

técnica realiza. Aunque no se puede dar una aproximación visual directa, se puede 

notar que el bio-material tiene una estructura que conserva las características 

cristalinas de la celulosa. En la figura 24-B-C se aprecia bajo las fibras de celulosa 

un recubrimiento ajeno a la rejilla que se atribuye al dendrímero PAMAM anclado al 

biomaterial. Si bien en la imagen no puede apreciarse, de manera experimental se 

notó una elasticidad al separar el material de la rejilla en la que se tomó la imagen. 

Puede notarse de igual forma que las fibras de celulosa se ven aglutinadas como 

se apreció en SEM. 

 

Figura 24. Micrografías TEM tomadas por USAII-UNAM 200x (1) a 2000x (3). (celulosa 

microcristalina comercial), (B) Biomaterial celulosa-dendrímero (BM), (C) Biomaterial celulosa-

dendrímero posterior a su uso (BM). 
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9.5 Análisis teórico de energías de acoplamiento para aminoácidos y el 

dendrímero PAMAM: 

 

Una vez optimizada la estructura dendrítica y los aminoácidos con el funcional 

B3LYP, se desarrollaron nuevos cálculos para tener un comparativo a un nivel de 

teoría mayor con el funcional M062X (Morar C. et al. 2018).  A partir de los 

resultados obtenidos se puede apreciar en la tabla 6 que se tienen valores cercanos 

en algunos casos con correspondencia para las mejores interacciones PAMAM-

aminoácido. Con este estudio se puede tener un nivel de confianza mayor al usar 

un nivel de teoría más alto o más bajo al analizar moléculas más grandes donde el 

nivel de teoría no se puede elevar por la gran cantidad de átomos involucrados. 

Adicional a esto por las diversas interacciones, así como los grados de libertad que 

tiene cada dendrímero y la biomolécula de interés (Francesca-Ottaviani M. et al. 

2004). 

 
Tabla 6. Tabla comparativa de energías de acoplamiento utilizando diferentes niveles de teoría 

basados en escalamiento teórico. 

COMPLEJO ENERGÍA TOTAL DE 

ACOPLAMIENTO (B3LYP) 

(kcal/mol) 

ENERGÍA DE 

ACOPLAMIENTO 

(M062X) 

(Kcal/mol) 

ENERGÍA DE 

ACOPLAMIENTO 

(B3LYP) (kcal/mol) 

ENERGÍA DE 

ACOPLAMIENTO 

(M062X) 

(Kcal/mol) 

D-TYR -2402.19 -2404.49 -31.25 -33.55 

D-VAL -2118.19 -2116.63 -30.43 -28.87 

D-ARG -2322.36 -2325.07 -30.41 -34.12 

D-MET -2516.38 -2503.82 -29.91 -17.35 

D-ALA -2039.53 -2031.37 -14.37 -6.21 

D-TRP -2345.79 -2342.45 -3.51 
 

-0.17 

 

La figura 25 representa las 4 mejores interacciones descritas en la tabla 6 entre 

aminoácidos con el dendrímero PAMAM. Los resultados de este trabajo se basan 

en un estudio teórico fiable que permite la visualización de los complejos 

dendrímero/aminoácido. Concretamente, permite proponer que los péptidos que 

contienen aminoácidos laterales Tyr, Val, Arg, Met, Ala e incluso Trp, deberían ser 

candidatos adecuados para ser separados utilizando moléculas PAMAM. Los sitios 

activos para las interacciones péptido/dendrímero están asociados con la 
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disponibilidad de grupos amino terminales situados en la periferia de los 

dendrímeros para formar enlaces tipo puente de hidrógeno con la cadena lateral del 

péptido (Desiraju et al. 2001, Buczkowski A. et al. 2014). 

 

 
Figura 25. Representación de los complejos formados entre el dendrímero-aminoácido y sus 

respectivas distancias de interacción puente de hidrógeno. (A) EG1.0-TYR, (B) EG1.0-VAL, (C) 

EG1.0-ARG, y (D) EG1.0-MET. 

 

Con los resultados teóricos y experimentales presentados anteriormente se tomó 

como referencia teórica el dendrímero de generación 1 así como el aminoácido 

tirosina para realizar un análisis que consiste en dos espectros infrarrojos (teórico-

experimental) y un interferograma teórico que permite determinar las interacciones 

de las moléculas que caracterizan cada banda específica (Figura 26). Este tipo de 

análisis permite observar de manera gráfica las interacciones del tipo puente de 

hidrógeno que se presentan en el complejo dendrímero-aminoácido. Con este 

estudio se puede dar una aproximación muy cercana a los resultados 

experimentales donde podemos apreciar que se tiene una interacción del 

aminoácido con el dendrímero en los grupos amina y amida que lo conforman 

(Buczkowski A. et al. 2014). 
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Figura 26. Comparativo de los espectros de IR teórico-experimental e interferograma para el 

complejo dendrímero PAMAM EG1 y tirosina.  

 

Como seguimiento a los estudios teórico-experimentales, se calculó un mapa de 

potencial electrostático molecular (Figura 27) que muestra las zonas de mayor 

densidad electrónica donde ocurre la interacción de Tyr con la molécula dendrítica. 

De esta manera es posible estimar las interacciones tipo puente de hidrógeno que 

se generan y la forma en que crean anillos, dando mayor estabilidad al complejo 

dendrímero-aminoácido (Desiraju et al. 2001, Boas U. et al. 2004). Del mismo modo, 

se puede demostrar que el aminoácido tiende a interaccionar con zonas de mayor 

densidad electrónica, dando lugar a interacciones estables que pueden ser 

modificadas para retener o liberar estos aminoácidos o cadenas de ellos de forma 

controlada mediante un simple ajuste en el pH. 

 
Figura 27. Interacción dendrímero PAMAM EG1-Tirosina. La ilustración se basa en el mapeo de un 

dendrímero y un aminoácido sobre una superficie de densidad electrónica total. En el mapa se 

muestran los potenciales más positivos (Azul) y más negativos (Rojo), trazados sobre una superficie 
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de densidad electrónica constante. 

 

Una vez realizados todos los estudios teóricos entre dendrímeros y aminoácidos de 

interés, se determinaron las posibles interacciones por mecánica molecular (MMFF) 

para el complejo dendrímero-péptido, donde se da una primera aproximación a las 

interacciones que se tendrán entre estas dos moléculas (Buczkowski A. et al. 2014). 

En la figura 28 se muestran dos interacciones entre un péptido antiinflamatorio y un 

inmunoestimulante que son dos biomoléculas de interés para formar una interacción 

fuerte con los dendrímeros PAMAM, debido a que en las cadenas laterales se tiene 

arginina como aminoácido terminal. 

 
Figura 28. Interacciones dendrímero-péptido basados en un método de interacción por mecánica 

molecular (MMFF). 

 

9.6 Análisis teórico de energías para péptidos y el dendrímero PAMAM: 

 

En la figura 29 se muestra una tabla con las energías de acoplamiento para algunos 

péptidos con actividad antioxidante formando un complejo con la macromolécula 

dendrítica, para este caso se tomó como punto de partida el dendrímero PAMAM 

EG1 y la secuencia de aminoácidos “YLAGKPQQEH”. Este péptido al presentar una 

tirosina terminal cumple con los parámetros observados en las determinaciones 

teórico-experimentales para aminoácidos aislados. La estructura presentada en la 

figura 29 muestra también la optimización de la molécula y las interacciones que se 

tienen entre el péptido YLAGKPQQEH y el dendrímero, así como los puentes de 

hidrógeno y los anillos que se forman para dar estabilidad al complejo dendrímero-
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péptido (Han L. et al. 2010 y Rostami I. et al. 2016) 

 

 
Figura 29. Interacciones dendrímero-péptido (YLAGKPQQEH) basados en un método de interacción 

por medio de DFT con estructuras optimizadas y sus energías de acoplamiento para las mejores 

interacciones con péptidos de interés. La tabla presenta la energía puntual de acoplamiento de los 

complejos PAMAM EG1-oligopéptido. 

 

Una vez obtenidos los resultados de optimización y acoplamiento de la molécula de 

interés (YLAGKPQQEH) se realizó el mapa de densidad electrónica total del 

dendrímero con la secuencia del péptido derivado de proteínas de reserva de la 

semilla de amaranto. En la figura 30 se muestra una superficie de densidad 

electrónica total, trazada sobre una superficie de densidad electrónica constante. 

Del mismo modo, se presentan las interacciones de este oligopéptido y la molécula 

dendrítica, dando una aproximación muy específica de cómo y dónde se produce el 

acoplamiento (Milowska K. et al. 2021). Estos estudios son determinantes para tener 

una aproximación y dar una perspectiva del tipo de péptidos que se pueden separar 

de la mezcla que surge tras la hidrólisis de las proteínas de amaranto.  
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Figura 30. Interacción dendrímero PAMAM G1.0-YLAGKPQQEH. La ilustración se basa en el mapeo 

de un dendrímero y un péptido sobre una superficie de densidad electrónica total. 

 

9.7 Análisis por electroforesis SDPAGE 1D para determinar la calidad de la 

proteína. 

 

Una vez obtenidos los resultados teóricos se procedió a hacer un análisis de 

identificación para la separación de las fracciones protéicas de la semilla de 

amaranto, identificándolas por electroforesis 1D (Figura 31). Este estudio sirve como 

comparativo entre el método de separación por disoluciones y fenol, donde 

observamos que ambos métodos son eficientes en la separación de la proteína. El 

método por fenol es mucho más cuantitativo y protege la integridad de la proteína 

al no estar tan expuesta al medio, y se puede partir de ese método para 

posteriormente extraer las fracciones proteicas usando el método de disoluciones. 

Este proceso evita la degradación de las proteínas como se observa en la imagen 

31-B, donde se tiene menos control sobre el proceso, los cambios de temperatura 

y exposición al ambiente (Huerta-Ocampo J. et al. 2012).  
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Figura 31. Patrón electroforético de las fracciones de proteínas de reserva de la semilla Nutrisol 

cultivado en Atlacomulco Edo. México. Carril derecho A) método comparativo de extracción de 

proteína total por fenol y disoluciones. B) método de extracción sólo por disoluciones. A) extremo 

derecho, marcador de peso molecular Biorad (Lisozima).  

 

9.8 Proceso de hidrólisis enzimática y separación de péptidos mediante 

columnas empacadas con el biomaterial sintetizado (BM): 

 

Una vez evaluados los resultados teóricos y la determinación de la calidad de 

proteína en la semilla de amaranto, se procedió a la hidrólisis enzimática de las 

fracciones de Globulinas 11s, glutelinas y proteína total (Silva-Sánchez C. et al. 

2008).  Estos péptidos se obtuvieron siguiendo el proceso de hidrólisis propuesto 

en la metodología y posteriormente se colectaron las diferentes biomoléculas de 

cada fracción hidrolizada (Bindal S. et al. 2017 y Sabbione A. et al. 2016). El modelo 

general que se siguió en este proceso se muestra en la figura 32 donde la columna 

empacada contiene el biomaterial compuesto por celulosa y dendrímeros PAMAM. 

Los oligopéptidos retenidos por el dendrímero se colectaron en tubos, estas 

secuencias de oligopéptidos en este punto son desconocidas, pero se procede a la 

identificación por medio de cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de 

masas, donde se obtienen relaciones carga-masa que se identifican mediante 

análisis en bancos de datos por medio de inteligencia artificial y bigdata (Webster J. 

et al. 2012). 
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Figura 32. Diagrama general para la captura de péptidos tras la hidrólisis de las proteínas de 

amaranto, Utilizando como soporte sólido el biomaterial (BM) en un proceso continuo.  

 

10. PÉPTIDOS CAPTURADOS EN LAS FRACCIONES PROTÉICAS. 

 

Los oligopéptidos que se colectaron con el soporte sólido celulosa-dendrímero se 

limpiaron de impurezas y aminoácidos libres procedentes del medio colectado, esto 

utilizando una columna C18 y una serie de lavados con diferentes soluciones de 

acetonitrilo y ácido fórmico. Lista la muestra se inyectó en un RP-HPLC-MS con una 

fase móvil 93% agua-10% acetonitrilo (ACN) de inicio hasta una relación 10% agua-

90% ACN final, para controlar los tiempos de retención e identificar de manera 

detallada y precisa los diferentes péptidos, siguiendo la secuencia mostrada en la 

figura 33. El resultado de este análisis nos permite obtener un cromatograma que 

representa la fase móvil vs la intensidad de pico, que al evaluarlo con el software de 

inteligencia artificial muestra la secuencia detectada con respecto al tiempo de 

retención por peso molecular (Douat-Casassus C. et al. 2004 y Boas U. et al. 2002). 
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Figura 33. Diagrama general de la purificación para los péptidos capturados antes de ser colocados 

en el espectrómetro de masas. 

 

10.1 Secuencias de péptidos detectadas. 

 

Los péptidos identificados por espectrometría de masas se representaron en las 

tablas 7-10, donde se tienen las secuencias de aminoácidos de oligopéptidos 

retenidos por el dendrímero PAMAM. Estas secuencias se reconstruyeron en 

SPARTAN´02® y se analizaron por mecánica molecular para representar el 

confórmero más estable que se tiene al obtener la secuencia de aminoácidos 

acoplada al dendrímero (Han L. et al. 2010 y Rostami I. et al. 2016).  En la tabla 7 

se muestran los diferentes oligopéptidos secuenciados tras la hidrólisis de 

globulinas 11s con Bacillus licheniformis. El análisis es realizado por espectrometría 

de masas, entre los que destaca la secuencia “F” ya que contiene Tyr en un extremo 

de la cadena, mismo que se ha demostrado por análisis teóricos que puede tener 

una interacción fuerte con el dendrímero para ser retenido y liberado posteriormente 

(Taghavi P. et al. 2014). De la misma manera se tienen secuencias con Arg y Val 

en los extremos, dando un importante resultado de correlación entre los estudios 

teóricos y experimentales. 
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Tabla 7. Secuencias detectadas por el espectrómetro de masas para los diferentes péptidos 

capturados por el biomaterial tras la hidrólisis de globulinas 11s con Bacillus licheniformis.  
 

SECUENCIAS DE AMINOÁCIDOS DETECTADAS (Bacillus Licheniformis-Globulinas11s). 

A) IQLIPQNEGDASKER 

B) ECCSAFKEFACPYVSQINDMNSDCAQTMFSYMNIYGNYPTGLFANECR 

C) EVNISGSQNEGEDDSKETNDVVAQKEVENGSKEVTDCDSQKEDEANAGGESKEVNGSVSHDEI

GDESK 

D) ETNDVVAQKEVENGSKEVTDCDSQKEDEANAGGESKEVNGSVSHDEIGDESKEVNGGSTHKE

VDDTQSTTR 

E) EVENGSKEVTDCDSQKEDEANAGGESKEVNGSVSHDEIGDESKEVNGGSTHKEVDDTQSTTR 

F) YLQVNSGAK 

G) EVENGSKEVTDCDSQKEDEANAGGESK 

H) EVNGGSTHK 

I) VPSDK 

 

La figura 34 representa al péptido YLQVNSGAK (referencia UNIPROT: 

A0A178WA37) en una perspectiva teórica utilizando mecánica molecular (MMFF) 

para determinar una posible conformación espacial de lo que se tiene 

experimentalmente. Obtenidos los resultados y los análisis teóricos se puede 

determinar que los resultados por DFT si tienen correspondencia con la metodología 

experimental lo que abre una nueva perspectiva de estudio para este tipo de 

interacciones donde se pueden hacer estimaciones de lo que se puede separar con 

un dendrímero PAMAM o al modificar parámetros estructurales (Santos J. et al. 

2010 y Buczkowski A. et al. 2014). 
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Figura 34. Secuencia de la proteína identificada en UNIPROT e interacción con el péptido 

YLQVNSGAK donde se presenta la posible interacción con el dendrímero PAMAM utilizando un 

método de análisis conformacional y de interacción por mecánica molecular (MMFF). 

 

En la tabla 8 se muestran los diferentes oligopéptidos para la hidrólisis de globulinas 

11s con Aspergillus oryzae. En este análisis es importante tener en cuenta que la 

secuencia “A y B” contienen ARG en un extremo de la cadena, que se demostró por 

análisis teóricos una de las mejores 3 interacciones con el dendrímero para ser 

retenido y liberado posteriormente. Así mismo en la cadena “A” se tiene metionina 

por un extremo y arginina por el otro, lo que representará una buena interacción del 

péptido por ambos extremos o formando más anillos que presenten una mejor 

estabilidad al retener la biomolécula. 

 
Tabla 8. Secuencias detectadas por el espectrómetro de masas para los diferentes péptidos 

capturados por el biomaterial tras la hidrólisis de globulinas 11s con Aspergillus oryzae. 
 

SECUENCIAS DE AMINOÁCIDOS DETECTADAS (Aspergillus oryzae-Globulinas11s). 

A) MLAISVLLAGAILAILAILAIAVSLLAR 

B) LLALVIVGFMVIQLIKPIGWPGLKR 

C) LALLAMAAISLAAVLGHLT 

D) TIQALVIITLLSLLPTSLSLLLP 

 

La figura 35 representa al péptido LLALVIVGFMVIQLIKPIGWPGLKR (referencia 

UNIPROT: A0A3M9X6M2) utilizando MMFF para dar una posible estructura 
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espacial de lo que se espera experimentalmente. En este caso se aprecia la mejor 

interacción entre el aminoácido arginina y los grupos amida que se tienen en el 

centro del dendrímero. Los átomos del péptido no interactúan directamente con la 

periferia como se esperaba inicialmente, se tiene una mayor estabilidad al formar 

anillos con amidas secundarias (Buczkowski A. et al. 2014). Esto representa 

experimentalmente la posibilidad de que el dendrímero al variar el pH (8-9) se pueda 

cerrar y retener con facilidad este oligopéptido. 

 

 
Figura 35. Secuencia de la proteína identificada en UNIPROT e interacción con el péptido 

LLALVIVGFMVIQLIKPIGWPGLKR donde se presenta la posible interacción con el dendrímero 

PAMAM utilizando un método de análisis conformacional y de interacción por mecánica molecular 

(MMFF). 

 

En la tabla 9, para la hidrólisis de glutelinas con Bacillus licheniformis, sólo se 

detectaron 2 secuencias de péptidos. En este análisis es importante tener en cuenta 

que la secuencia “A” (LVLSHVPLVQEIFGLR) contienen Arg como en los casos 

anteriormente presentados. Así mismo en la cadena “A” un extremo presenta 

leucina, si bien no presentó relevancia en las determinaciones teóricas, se nota que 

experimentalmente sí existe una relación entre las interacciones dendrímero-

leucina. Para determinar esto posiblemente se puedan realizar cálculos más finos 

con estructuras peptídicas donde se presenten uno o más fragmentos de leucina en 
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toda la secuencia. 

 
Tabla 9. Secuencias detectadas por el espectrómetro de masas para los diferentes péptidos 

capturados por el biomaterial tras la hidrólisis de glutelinas con Bacillus licheniformis. 
 

SECUENCIAS DE AMINOÁCIDOS DETECTADAS (Bacillus licheniformis-Glutelinas). 

A) LVLSHVPLVQEIFGLR 

B) TISSLVVIFLLILIFQTNK 

 

En la figura 36 se observa al péptido LVLSHVPLVQEIFGLR (referencia UNIPROT: 

Q9C8X5) en interacción con el dendrímero PAMAM, el modelo parte de un método 

MMFF para dar una posible estructura espacial de lo que se espera 

experimentalmente. En este caso se aprecia la mejor interacción entre el 

aminoácido leucina con los grupos amida que se tienen en el centro del dendrímero. 

Como se mencionó anteriormente en las pruebas teóricas no se tenía una buena 

interacción con Leucina, pero experimentalmente es la tercera evidencia de que sí 

se tiene un péptido capturado con ese aminoácido terminal. 

 

 
Figura 36. Secuencia de la proteína identificada en UNIPROT e interacción con el péptido 

LVLSHVPLVQEIFGLR donde se presenta la posible interacción con el dendrímero PAMAM 

utilizando un método de análisis conformacional y de interacción por mecánica molecular (MMFF). 
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Finalmente se tiene un análisis de hidrólisis con la proteína total donde se involucran 

todas las fracciones de proteínas de la semilla de amaranto, este resultado se 

obtuvo al realizar la hidrólisis con Bacillus licheniformis (Barba-De La Rosa A. et al. 

2010). La Secuencia de interés en este caso fue la “C” (VFSLLMLLTQAR, referencia 

UNIPROT: A0A654ECW5) que se muestra en la tabla 10, donde se tiene un péptido 

con un extremo terminal de valina y por el otro de arginina. Con esto se valida que 

los resultados teóricos si tienen alta correspondencia en la selectividad de algunas 

secuencias al estar en contacto con el dendrímero PAMAM. También se puede 

afirmar que la lisina si presenta una buena interacción en la mayor parte de las 

estructuras identificadas tras la captura por el péptido, abriendo un nuevo estudio 

donde se puedan determinar nuevos parámetros para estudiar estas interacciones 

de forma más detallada. 

Tabla 10. Secuencias detectadas por el espectrómetro de masas para los diferentes péptidos 

capturados por el biomaterial tras la hidrólisis de la proteína total de amaranto con Bacillus 

Licheniformis. 
SECUENCIAS DE AMINOÁCIDOS DETECTADAS (Bacillus Licheniformis-Proteína total ). 

A) LILIFLSATLAGFFVLQK 

B) VFSLLMLLTQARK 

C) VFSLLMLLTQAR 

 

En la figura 37 se aprecia una interacción importante con la periferia del dendrímero 

y un extremo del oligopéptido VFSLLMLLTQAR, para este caso se construyó y 

analizó la molécula por MMFF como en los casos previos. Se tiene una 

aproximación cercana a la posible interacción con valina y los anillos que se forman 

en la periferia del PAMAM para poder retener el péptido, cabe destacar que esta 

biomolécula también puede interactuar con el dendrímero por el extremo terminal 

de arginina (Buczkowski A. et al. 2014).  
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Figura 37. Secuencia de la proteína identificada en UNIPROT e interacción con el péptido 

VFSLLMLLTQAR donde se presenta la posible interacción con el dendrímero PAMAM utilizando un 

método de análisis conformacional y de interacción por mecánica molecular (MMFF). 

 

11. CONCLUSIONES 

 

Este estudio se basó en modelos de teoría funcional de la densidad (DFT), 

identificando las principales interacciones intermoleculares y propiedades 

fisicoquímicas que se correlacionaron con estudios experimentales dendrímero-

aminoácido y dendrímero-péptido, estableciendo así parámetros para la separación 

de biomoléculas con actividades funcionales. Los dendrímeros caracterizados por 

FT-IR se comparan con análisis teórico-experimental que permiten una 

identificación más precisa de las moléculas antes y después de tener diferentes 

interacciones con biomoléculas de bajo y alto peso molecular.  

Según los cálculos mecánico-cuánticos, se observaron interacciones específicas 

entre el dendrímero y diferentes aminoácidos, dependiendo de la localización de los 

heteroátomos presentes en cada uno de ellos. Como resultado, se determinó que 

existe una fuerte interacción con aminoácidos como tirosina, valina o arginina con 

una elevada energía de estabilización del complejo, superior a 30 kcal/mol. Así 

mismo se realizó un escalamiento en el nivel de teoría que permite hacer estudios 
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con mejor precisión entre moléculas grandes o pequeñas de la misma naturaleza. 

Esto permite hacer determinaciones con un estudio teórico cada vez más fino que 

puede ser de gran ayuda para visualizar interacciones con moléculas más grandes 

con niveles de confianza altos, usando escalamientos. Los resultados teórico-

experimentales nos permiten identificar con precisión la interacción aminoácido-

dendrímero y en base a ese resultado ofrecer una perspectiva muy detallada de las 

posibles interacciones péptido-dendrímero. En este estudio la mejor interacción 

intermolecular se formó con los extremos terminales de cada péptido, dando 

energías superiores a 27 kcal/mol entre el complejo dendrímero-péptido con 

secuencias de 5 a 20 aminoácidos.   

Con los estudios teóricos de interacción, se puede verificar que las predicciones 

para aminoácidos específicos como la arginina y la tirosina presentan fuertes 

interacciones con la molécula dendrítica. Esto permite atraer péptidos de forma más 

selectiva cuando esos aminoácidos están presentes en los extremos terminales. El 

estudio teórico se realizó considerando que las moléculas estudiadas se comportan 

como estructuras rígidas en el vacío, sin tener en cuenta los parámetros del 

disolvente ni los grados de libertad. A pesar de la diferencia de condiciones (teóricas 

vs experimentales), se observa que el método utilizado es válido para determinar 

las interacciones que se producen, abriendo la posibilidad de separar biomoléculas 

con alto valor añadido mediante interacciones selectivas con dendrímeros PAMAM. 

Finalmente, este estudio, motiva futuras investigaciones con el objetivo de 

desarrollar materiales específicos para realizar separaciones complejas reduciendo 

el costo y la cantidad de productos químicos necesarios. Eventualmente, esta línea 

de investigación podría facilitar una separación limpia y eficiente de biomoléculas 

con potencial biológico. 
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