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INTRODUCCION

La busqueda de nuevas fuentes de proteinas es una importante tendencia de
investigacion, debido al alto indice de crecimiento demogréafico, en los ultimos
afos se realizan investigaciones sobre el uso de proteinas no convencionales para
el consumo humano (Altschul y Wicke. 1981).

Se han estudiado para su utilizacion en forma de harinas, concentrados, aislados
o texturizados vegetales a partir de semillas tales como avena, sorgo, trigo, soya,
coco (Liener 1981). Estas fuentes de proteinas constituyen aproximadamente el
50% de suplemento mundial y, entre estos cereales mas importantes y de mayor
consumo se encuentran el trigo, maiz y arroz son deficientes en lisina, por otro
lado la harina de soya es abundante en lisina, por ende la combinacion de ellos
resulta un buen producto alimenticio (Fauconneau, G., 1983).

Las semillas de Agave variedad Salmiana y Atrovirens, presentan las ventajas
debido a que poseen de un 22- 27% de proteinas, por lo que se puede utilizar con
fines industriales; a diferencia de los cultivos de soya y otras leguminosas que no
existe investigaciones sobre la caracterizacion y utilizacion de las proteinas.

Debido a la falta de aplicacién de procesos tecnoldgicos para la mejor utilizacion
de dichos recursos se ha estimado efectuar un trabajo de investigacion en el que
se incorporen aspectos de naturaleza cientifica.

JUSTIFICACION

La caracterizacion bioquimica de las proteinas de reserva permite investigar
fuentes alternativas de otras especies, que posiblemente permiten un buen
balance nutricional que puedan ser utilizadas para la conservacion, mejora y
promocién de estos cultivos.

Debido a que en la actualidad no se cuenta con informacion acerca de las
caracteristicas quimicas de las proteinas de reserva de las semillas de Agave, se
considera importante su estudio tomando como materia prima semillas de
diferente especie, lo cual podria generar los primeros indicios de la influencia de la
especie sobre el desarrollo y la resistencia de éstas plantas a las condiciones
ambientales.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar las proteinas de reserva de las semillas de diferentes variedades de
Agave

Objetivos especificos

+ Obtener las fracciones que conforman las proteinas de reserva de las
semillas de Agave Salmiana var. xamini, Agave salmiana var. Salmiana
(manso) y Agave atrovirens (blanco) por el método Osborne modificado.

+ Caracterizar electroforéticamente las proteinas de reserva de las semillas
de Agave Salmiana var. xamini, Agave salmiana var. Salmiana (manso) y
Agave atrovirens (blanco).
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CARACTERIZACION EN EL AREA EN QUE PARTICIPO

El proyecto fue realizado en el Laboratorio de Alimentos del Instituto Tecnologico
de Celaya (ITC) (Figura 1), en el laboratorio de alimentos que pertenece al
departamento de Ingeniera Bioquimica ubicado en el edificio G (Figura 2) el

laboratorio cuenta con los servicios (agua, luz, drenaje, gas) necesarios para la

realizacion del trabajo, asi como los reactivos, y material necesario para llevar a
cabo la residencia.
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Figura.l. Mapa de Celaya, Guanajuato
UBICACION GEOGRAFICA DEL AREA DE TRABAJO

El Laboratorio de Alimentos (Figura 2) forma parte de las instalaciones del Instituto

Tecnoldgico de Celaya, ubicado en la ciudad de Celaya Guanajuato en la Avenida
Tecnologico y Albino Garcia Cubas S/N.
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Mision
"Formar de manera integral personas comprometidas con la sociedad y con su
entorno, para contribuir al desarrollo cientifico y tecnoldgico, sostenido y

sustentable del pais, a través de un proceso educativo pertinente, equitativo y de
calidad".

Visién

"Ser una Institucion de Educacion Superior Tecnoldgica reconocida
internacionalmente por sus programas académicos de alta calidad orientandolos al
desarrollo de competencias profesionales, mediante procesos y egresados
certificados que impulsen el desarrollo del pais".

a INSTITUTO TECNOLOGICO DE CELAYA. 2

A, Carcia Cubas

B PUERTAS

Laboratorio
de

Alimentos

-é- PUNTOS DE REUNION

Figura.2. Ubicacion del area de trabajo
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ALCANCES Y LIMITACIONES

Alcances

El proyecto pretende determinar el fraccionamiento de las proteinas de reserva de
cada una de las variedades de Agave y caracterizarlas electroforéticamente.

Se determinaron los pesos moleculares de cada proteina presente en las
variedades de semillas de Agave.

Los resultados obtenidos nos pueden servir como referencia bibliografica por lo
gue no hay referencia alguna en estas variedades de semillas de Agave.

El proyecto se termindé cumpliendo con todos los objetivos planteados, durante el
desarrollo del proyecto.

Limitaciones
Al realizar electroforéticamente las proteinas de reserva se tuvo la limitante de no
obtener los pesos moleculares de las glutelinas de ninguna variedad de Agave

debido a la cantidad de proteina presente; por lo que ya no se tuvo tiempo
suficiente para determinarlo por medio de una electroforesis en tincion en plata .

10
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CAPITULO 1

1.1MARCO TEORICO

Desde tiempos ancestrales en México, los Agaves han tenido gran importancia
econOmica y cultural para numerosos pueblos indigenas y mestizos, que los han
aprovechado durante siglos como fuente de alimentos, bebidas, medicinas,
combustible, cobijo, ornato, fibras duras extraidas de las hojas (ixtle), abono,
construccion de viviendas y elaboracion de implementos agricolas, entre otros
usos. Los Agaves fueron una de las primeras plantas aprovechadas por los
pobladores de Mesoamérica para alimentarse, de lo cual se hallaron evidencias en
cuevas en el Valle de Oaxaca, Tehuacan y Coahuila, en este Ultimo, ademas de
restos de fibras mascadas, se recuperaron cordeles de ixtle y sandalias
elaboradas con fibras de maguey (Garcia Mendoza; 2007).

Al aprovechar los Agaves, estos pueblos hicieron de México su centro de
domesticacion y diversificacion mediante la seleccibn humana, pues los escogian
por sus fibras, las altas cantidades de azlcares que les proporcionaban, lo que
posteriormente se denominaria en ndhuatl como mexcalli, es decir el tallo y bases
de las hojas (cabezas) cocidos. Es por esto que los Agaves no solo tienen su
maxima expresion de diversidad morfoldgica, filogenética y evolutiva en México,
sino también cultural, ya que los seres humanos que lo han poblado han sabido
aprovechar al maximo los beneficios que le proporcionan.

Los Agave son plantas que pueden encontrarse en gran diversidad de habitats,
desde los valles y planicies hasta cerros y laderas pedregosas, incluyendo lugares
montafiosos de gran altitud. Las condiciones mas adecuadas para su desarrollo
tanto a nivel individual como poblacional, es sobre planicies extensas con suelos
aluviales profundos, textura medias y pH de neutro a ligeramente alcalino.
Conviven con variados tipos de vegetacion, destacando: la vegetacion xerdfita,
pastizales, matorrales y bosques. Generalmente forman grupos o conglomerados
dispersos dentro de la vegetacion de pastizal y se le encuentra asociado con
nopaleras y matorrales microfilos, puede desarrollarse desde altitudes a nivel de
mar e inclusive a mas de 3000 metros sobre el nivel del mar (Gentry, 1982). Las
plantas de este género tienen la capacidad de acumular agua en sus gruesas
hojas suculentas, por lo que se adaptan eficientemente a climas aridos (Arizaga y
Escurra, 2002), pueden cultivarse en condiciones de temperatura que va desde los
13.6°C hasta 17.8°C, subsistiendo con una precipitacion media anual que va de

11
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los 335 mm hasta los 924 mm. (North and Nobel, 1997; Martinez-Salvador et al.,
2005).

1.2 Género agave

El género Agave se encuentra ubicado dentro de la familia Agavaceae, la cual
surgid aproximadamente hace 15 millones de afios (Eguiarte et al., 2000). Se
piensa que el centro de mayor riqueza y biodiversidad de esta familia se encuentra
en México y areas circunvecinas, ya que de las 166 especies el 75% se encuentra
en el territorio mexicano (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995) su distribucion tiene su
limite septentrional en Dakota del Norte, Estados Unidos y hacia el sur se extiende
a través de los Andes hasta Bolivia y Paraguay, incluyendo Centroamérica y las
Antillas. (Garcia-Mendoza, 1995).

El género Agave solo florece una vez y muere después, ya que son semélparas
(monocarpicas), la floraciébn en los Agaves cultivados se presenta entre 8 y 12
afios pero en los silvestres es mas tardio (Gomez-Pompa, 1963; Cervantes-
Ramirez, 2002). En el género Agave existen basicamente dos tipos de
inflorescencia: paniculada (inflorescencia ramificada con flores que nacen en las
ramas naturales o umbelas) y espigada (inflorescencia con flores sésiles
distribuidas a lo largo de una vara o pedunculo comun), las cuales parecen
corresponder a diferentes sindromes que se relacionan con distintos polinizadores
(Equiarte et al., 2000; Garcia-Mendoza, 1995).

1.2.1. Distribucion geogréfica de los agaves

Los Agaves se encuentran distribuidos por gran parte del territorio de nuestro pais
desde la Sierra Madre Oriental, Sierra Madre Occidental, Sierra de Oaxaca y
Chiapas, siendo Oaxaca, Chihuahua, Sonora, Coahuila, Durango y Jalisco los
estados mas ricos en diversidad de especies ( Figura 3)

12
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PRODUCTOS Agave Agave Agave Agave Agave Agave

angustifolia Tequilana Americana Salmiana Lechiguilla Fourcroydes
pasifica

Tequila

Mezcal

Pulque

Henequén

Ixtle

Figura.3. Distribucién geogréfica de los Agaves (Cervantes-Ramirez, 2002)
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1.2.2. Caracteristicas botanicas del agave

Dentro de las caracteristicas boténicas del género Agave se destacan las
siguientes: son plantas perennes, suculentas, monocotiledéneas, con raices duras
fibrosas y tallos gruesos muy cortos. Las hojas son generalmente verdes, sin
embargo, dependiendo de la especie también pueden ser blancas o grisaceas,
con una superficie que puede ser aspera al tacto o suave, la mayoria son largas,
gruesas hacia la base y estan arregladas en rosetas basales con espinas laterales
y en las puntas (Figura 4). La espina terminal puede ser corta o muy larga,
acanalada totalmente o en partes con seccion transversal, redondeada y
aplanada. El color de las espinas puede ser blanco grisaceo o negras con
contorno rojizo (Ruvalcaba, 1983; Irish, 2003; Guerrero et al., 2006).

Los Agaves solo florece una vez muere después, son semélperas (monocérpicas),
en los Agaves cultivados la floracion se presenta de 8 a 12 afios pero en los
silvestres es mas tardio (Gomez-Pompa, 1963; Cervantes-Ramirez, 2002).

Cuando comienza la floracion, los Agaves desarrollan una gran inflorescencia
terminal o tallo (conocido botanicamente como escapo y llamado quiote en
México), como resultado de un rapido alargamiento del meristemo apical después
de afios de crecimiento vegetativo de la roseta basal. Una caracteristica
interesante de la inflorescencia es la presencia de racimos compuestos (17 ramas
laterales aproximadamente), cuyas ramificaciones tiene grupos de flores erguidas
(Figura 5) (Granados-Sanchez, 1999; Arriaga et al., 1994; Serrano-Casas et al.,
2000; Arizaga y Ezcurra, 2002).

Las flores varian en tamafio y color en las distintas especies, y pueden medir de 3
cm hasta 15 6 20 cm de largo. Son principalmente hermafroditas con poca
autofertilizacién, presentan seis estambres con anteras amarillas; ovario infero,
pistilo alargado y semillas negras aplanadas triangulares con el embrién recto y el
endospermo carnoso (Serranos-Casas et al., 2000; Arriaga et al., 1994; Abundis-
Vagas, 2007). El fruto es una capsula lefiosa con muy diversas formas y tamafios.
(Figura 5). (Arizaga, 1998; Arizaga y Escurra, 1995; Eguiarte, et al., 2000, Gbmez-
Pompa, 1963, Granados, 1993; McVeigh, 1989; Slauson, 2000).

14
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Brotes axilares

Pariculado Espiculado

Tipo de inflorescencia

Brote basal Rizoma  Brotes del rizoma

Propigulos a nivel terrestre

Figura.4. Morfologia del Agave (Arizaga y Ezcurra, 2002)

Uno de los aspectos morfolégicos en el crecimiento de las plantulas es el
desarrollo de la suculencia, pues el volumen se incrementa en comparacion al
area superficial. La capacidad de almacenar agua por unidad de éarea de
transpiracion, como un proceso de desarrollo es un aspecto crucial de la
sobrevivencia a la sequia de la plantula. Conforme las plantulas desarrollan mas
volumen por unidad de area superficial pueden sobrevivir a periodos mas largos
de sequia; por ejemplo, a 50 dias de edad, las plantulas pueden sobrevivir
aproximadamente 40 dias de sequia, mientras que una plantula de 150 dias de
edad puede sobrevivir 100 dias en sequia (North and Nobel, 1997; Martinez-
Salvador et al., 2005).
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Taxondmicamente el género Agave que incluye aproximadamente 166 especies,
de las cuales 272 se encuentran en México, por lo que se considera como el
centro de origen del género, pertenece a la familia Agavaceae (Figura 5)
(Cronquist, 1981)

Divisidon

Clase

Orden

Familia

Subfamilias

Género

Subgénero

Especie

Angiosmemag

Monocotiledoneae

Dicotiledonea€

T T
Liliales Otros 11 6rdenes
Agavaceae Otras 14 familias
Agavoideae Yuccoideae
Agaveae Polyntheae
Nolineae
Dracaenneae
Yucceae
Formineae
Agave

Littaea

Agave

Atrovirens
Salmiana

Figura.5. Relaciones taxonomicas de los Agaves dentro de los Angiospermas (Cronquis, 1981)
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1.3. Condiciones climaticas y nutricionales para el cultivo del Agave

Los Agaves viven en zonas aridas y semiaridas, en suelos arcillosos con texturas
arenosas bien drenados, ricos en nutrientes especialmente el nitrégeno, que es el
elemento mas limitante en la actividad metabdlica de algunos Agaves (Nobel,
1976; Jacinto y Garcia, 2000).

En el proceso de desarrollo del Agave, el nitrdgeno es el responsable de estimular
el vigor de la planta al participar en el crecimiento de tejidos nuevos, el fosforo
participa en el crecimiento de raices y el establecimiento de plantas jovenes y el
potasio es muy importante para la formacion de azlUcares (Gémez-Pompa, 1963;
Granados-Sanchez, 1998; Cervantes-Ramirez, 2002).

Estas plantas son relativamente sensibles a la salinidad sobre todo en el estado
juvenil; pero no son muy sensitivos a altas concentraciones de Ca*? y algunos
metales como el Cu*? y Zn*2.

Temperatura: el cultivo del Agave prospera en condiciones de temperatura que va
des de los 13.6 hasta 17.8 °C.

Precipitacion: el Agave subsiste en precipitacion medias anuales desde 335
hasta los 924 mm.

lluminacion: la mayoria de los Agaves necesitan luz solar, aunque los Agaves
requieren de iluminacion, toleran la sombra.

Altitud: los agaves se desarrollan desde 1,230 a 2,460 msnm

pH: el pH encontrado en los sitios donde se desarrollan los agaves se encuentra
normalmente en parametros que van desde 6.3-7.8; sin embargo se ha
encontrado en 4.9-9.4 mostrando sintomas de desarrollo normal.

Uno de los aspectos morfolégicos en el crecimiento de las plantulas es el
desarrollo de la suculenta, pues el volumen se incrementa en comparacion al area
superficial. La capacidad de almacenar agua por unidad de area de transpiracion,
como un proceso de desarrollo es un aspecto crucial de la sobrevivencia a la
sequia de la plantula. Conforme las plantulas desarrollan mas volumen por unidad
de area superficial pueden sobrevivir periodos mas largos de sequia; por ejemplo,
a 50 dias de edad, las plantulas pueden sobrevivir aproximadamente 40 dias en
sequia, mientras que una plantula de 150 dias de edad puede sobrevivir 100 dias
en sequedad (North y Nobel, 1997; Martinez- Salvador et al., 2005).
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Las respuestas estomaticas al CO2, difieren entre las plantulas y los adultos. Los
estomas permanecen mas tiempo cerrados en las plantulas que los adultos, esta
disminucién en la entrada de CO2 ayuda también a la conservacion del agua
(Nobel, 1976).

Las plantulas de agave desarrollan raices profundas durante los primeros meses
de crecimiento en campo, mientras que en las plantas adultas aumenta el
crecimiento y acumulan azucares en loa parte aérea de la planta (North y Nobel,
1997; Mastre et al., 2002).

Por lo general, las plantaciones de los agaves no son fertilizadas pues la
fertilizacion para algunos de los productores es considerado campo un lujo o un
desperdicio, aunque las aplicaciones de abonos organicos dirigidas a la cepa de la
plantacién suelen ser frecuente. La dosis de fertilizantes y abonos organicos
corresponderan a las necesidades del cultivo y el contenido de nutrimentos del
suelo (Abundis-Vagas, 2007)

1.3.1. Metabolismo del agave (Metabolismo CAM)

Aproximadamente 7% de las plantas vasculares presentan Metabolismo Acido
Crasulaceo (CAM, por sus siglas en inglés), que incluye plantas del desierto,
plantas acuaticas y epifitas, a estas pertenecen la mayoria de las plantas del
género Agave, un porcentaje mucho mayor que el de las plantas con metabolismo
C4 (aprox. 1%), (Nobel, 1991a; Winter and Smith, 1996).

El metabolismo CAM, es un ejemplo de adaptacion al estrés ambiental y se
presenta en plantas que se desarrollan en sitios con periodos de escasa
disponibilidad de agua o CO2. Este tipo de metabolismo es uno de los tres
encontrados en los tejidos de las plantas vasculares para la asimilacion de CO2de
la atmosfera (Taiz and Zeiger, 2002; Larcher, 2003), constituye una
especializacion fisiologica en los Agaves, a la cual se combina una alta radiacion y
baja humedad. Las plantas con metabolismo CAM tienen transpiracion nocturna,
es decir, abren sus estomas en la noche, fijan el carbono en acidos organicos,
principalmente acido malico, que se acumulan en las vacuolas, con ayuda de la
enzima PEPC (fosfoenol-piruvato carboxilasa) y durante el dia el acido malico es
descarboxilado y se obtiene carbono, el cual es utilizado por la planta para la
produccion de carbohidratos (Taiz and Zeiger, 2002; Larcher, 2003) (Figura 6).
Este tipo de metabolismo, le permite a la planta obtener ganancias netas de
carbono con una pérdida minima de agua. Por lo menos 17 taxas de Agaves
tienen este tipo de metabolismo, entre ellos algunas especies econémicamente
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importantes, como Agave americana, Agave fourcroydes, Agave lechuguilla y
Agave tequilana; mientras que otras son hasta cierto punto “facultativas”, ya que
en condiciones de riego frecuente o en laboratorio, los estomas abren de dia,
absorben CO2 siguiendo probablemente la ruta metabodlica denominada C3. Se ha
observado que en Agave deserti se presenta metabolismo C3 durante un tiempo
breve en la mafana. (Garcia, 2007).

b) LUZ (Dia)
Descarboxilacién
Asimilacion del . del malato; @ @
CO, atmosférico ) almacenado y ‘
a través de los 2 refijacién del CO,:
estomas: p acidificacion

acidificacion ) diurna

epidérmicas

Los estomas abiertos Los estomas cerrados
permiten la entrada de impiden la entrada de
CO, y la pérdida de H,O CO, y la pérdida de H,0

HCO,  pep Pi
carboxitasa

pEp Oxalacetato .
NADH | Acido
Triosa Foomo NAD' / Mdiico
N Malato
=

Célula del mesofilo Célula del mesoéfilo

Figura.6. Metabolismo Acido Crasulaceo (CAM). Absorcion y fijacion del CO2 durante la noche, y
descarboxilacion y refijacion del CO2 liberado durante el dia (Adaptado de Taiz y Zeigher, 19 98).

Existen variaciones al esquema anterior en las plantas CAM, como diferentes
descarboxilasas durante el dia, acumulacion de acido citrico ademas de malico, o
diferentes precursores de PEP (Winter and Smith, 1996). Sin embargo, es en
respuesta al ambiente por el que el metabolismo CAM presenta una mayor
variacion en la amplitud de las diferentes fases de este metabolismo, lo que hace
dificil elaborar una definicion correcta del metabolismo CAM (Holtum, 2002; Littge,
2004).
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Las fases del metabolismo CAM las describié por primera vez Osmond en 1978
(Figura 7), en la fase | el CO2 es incorporado por medio de la carboxilacién de
fosfoenol-piruvato, reaccion que genera oxalacetato, el cual es reducido para
producir malato, que se acumula en cantidades considerables como acido malico,
lo que se conoce como acidificacion nocturna en las hojas (Bonner y Bonner,
1948).

La fase Ill se lleva a cabo con el inicio del dia cuando los estomas se cierran
evitando la pérdida de agua pero también la asimilaciéon de CO2, las células de las
hojas se desacidifican a medida que las reservas del acido malico vacuolar son
consumidas, por medio de un proceso de descarboxilacién del malato, reaccion
catalizada por la enzima NADP-malica (Drincovich et al., 2001), asi la velocidad de
descarboxilacién es altamente dependiente de la cantidad de luz y el CO2
generado, se fija y convierte en carbohidratos por medio del ciclo de Calvin.

Las fases Il y IV representan estados de transicion, en la fase Il después de
amanecer la PEPC rapidamente es suprimida en una accion regulada y la
actividad de la Rubisco progresivamente se incrementa con la luz (Griffiths et al.,
1990; Dodd et al., 2002). El alcance de la fase IV depende de la disponibilidad de
luz y agua y representa primordialmente la fijacion directa del CO2 por la Rubisco,
aunque la PEPC puede contribuir en la parte final del periodo de luz (Griffiths et
al., 2007).

Fase | (Noche) Fase Il (Dia)

Mitocondne Cloroplasto gigplasto

Viscuols Vacuola

PEP \A [ malato

malate

Faseslly IV

(Antes y después de la fase de luz)

[ty Clargplasto

(

N A

€0, «—— 06— (C0;

Vacuola

PEP . G malato

CHO

Figura.7. Fases del metabolismo CAM (Adaptado de Griffiths et al., 2007)
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1.4. Agaves pulqueros

Dentro de las especies de Agave de mayor importancia industrial se encuentran
las conocidas como “pulqueras”, porque a partir de la fermentacion del aguamiel
gue se obtiene de ellas se elabora el pulque, bebida tradicional de nuestro pais
desde tiempos ancestrales.

El pulque es el principal producto del cual se deriva el nombre genérico de la
planta a nivel popular (“maguey pulquero”), esta bebida es un fermento de
aguamiel. El maguey manso y los agaves pulqueros en general tardan de 8 a 12
afios para florecer, momento en el que son aprovechados para la extraccion de
aguamiel, éste se extrae del area donde nace el cogollo y la yema vegetativa,
antes de la floracién (Alfaro et al., 2007).

El aguamiel también se toma como bebida refrescante, atole, se produce miel, la
cual se consume como endulzante y golosina.

1.4.1. Agave Salmiana Otto Salm, variedad Salmiana.

El Agave salmiana es conocido como “maguey pulquero”, ya que es uno de los
qgue se utilizan principalmente para la produccion del pulque (Figura 8). Después
de 8 a 12 afios de crecimiento, un maguey pulquero se halla en su fase adulta y
esta préximo a reproducirse sexualmente mediante el surgimiento de su
inflorescencia, es en este momento cuando se emplea para la producciéon de
aguamiel, que una vez fermentado se convertira en pulque. Una planta produce de
3 a 6 litros de aguamiel por extraccidon y, segun su robustez de 500 a 1000 litros
en toda su vida, que dura de 3 a 8 meses. El pulgue también se utiliza para la
fabricacion del conocido “pan de pulque”. (Garcia — Mendoza, 1992)

Plantas de Agave salmiana se pueden encontrar principalmente en el area central
de Meéxico, principalmente en los estados de San Luis Potosi, Morelos,
Michoacan, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Puebla y Tlaxcala (Figura 10),
ocupando una superficie que se extiende en 350 km de norte a sury 170 km de
oeste a este. Florecen a finales de marzo hasta junio. (Gentry, 1982)

La penca del Agave esta cubierta por una epidermis que la cubre totalmente, cuya
funcién es reducir la pérdida de agua en la planta, lo cual es atribuido a la cubierta
protectora que la recubre, la cual esta compuesta principalmente de cera. Por lo
general las células epidérmicas son llamadas células guardianas (esclerénquimay
otras ceélulas especializadas como son algunas células que contienen cristales y
células secretoras.). Estas células se encuentran un poco separadas entre si, y no
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se ha observado uniones intercelulares entre ellas. Las células guardianas
interactian con aberturas microscopicas (estomas) para reducir la pérdida del
agua, ademds de regular el tamafio de abertura de los estomas, este cambio de
tamafio es el resultado de las variaciones en la presion de turgencia dentro de
dichas células. Las células guardianas se forman a partir de la division desigual de
una célula epidérmica (Jensen, 2000).

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

OCEANO
PACIFICO

- Agave Salmiana

Figura.9. Distribucién Geografica del Agave Salmiana. (Cervantes-Ramirez, 2002)
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Usos:

El Agave Salmiana se uitiliza para la produccion del pulque principalmente
abansteciendo el 75% de la produccién total en nuestro pais. Despues de 8 a 12
afios de crecimiento, un Agave pulquero se encuentra en su fase adulta y esta
proximo a reproducirse sexualmente mediantre el surgimiento de su inflorescencia.

1.4.2. Agave atrovirens Karw

El Agave atrovirens Karw, es conocido como “maguey manso”. Su principal fuente
de energia son los fructanos siendo la inulina, levanos, neo-serie de inulina los
principales de esta especie (Gonzalez et al., 2011) cuyas estructuras al igual que
en otras especies pueden ser altamente ramificadas (Waleckx et al., 2008).

El Agave atrovirens crece principalmente en la zona centro de la Republica
Mexicana (Hidalgo, Tlaxcala, México y Puebla)(Figura 5); su raiz es fibrosa; su
tallo es corto y grueso; las hojas, cuyo numero varia de 30 a 50, son de color
verde oscuro; sus bordes estan provistos de gruesas espinas triangulares y con
una espina terminal fuerte-oscura; las hojas miden entre 1 y 2.5 m de largo, y un
ancho de aproximadamente 30 cm, son gruesas cerca de la base y angostas
cerca de la espina terminal, y se distribuyen muy juntas en torno al tallo formando
una roseta basal, lo que determina la forma caracteristica del Agave (Figura 10)
(Sanchez, 1979; Fahn, 1982; Nobel, 1998).

Figura.10. Agave atrovirens karw
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1.5. Propagacion del género Agave

El género Agave se puede propagar por tres mecanismos: de produccién de las
plantas de la mayoria de las especies del Agave es por medio de la multiplicacion
vegetativa o clonacién (asexual y por la produccion de semillas a través de la
reproduccion sexual de las rosetas semélparas (figura) (Arizaga y Ezcurra, 2002).

El tipo de propagacién se realiza dependiendo de la especie, algunos se propagan
solamente por semillas, y vastagos vegetativos, mientras que otros pueden
propagarse por las tres formas. Al respecto Gémez-Pompa (1963) sefiala que en
este género los procesos de reproduccion sexual estan reducidos o no funcionan;
sin embargo, Ruvalcaba (1983) sefiala que cuando se realiza este tipo de
reproduccion se puede obtener hasta 33 % de germinacion. La forma comun de
propagacion de los agaves cultivados es asexual, técnica que consiste en separar
los véastagos (hijuelos, retofios 0 mecuates) que se derivan del rizoma y son
emergen de la planta madre después del primer afio de plantacion, los cuales,
dependiendo de su tamafio son plantados en un terreno definitivo, o en el caso de
ser pequefos, se mantienen en un vivero por un periodo de 12 meses o mas,
hasta su plantacion definitiva. Existen también otros métodos de propagacion
asexual (por rizomas, por secciones de tallo y por bulbillos apomicticos de la
inflorescencia) pero no hay reportes que muestren datos comparativos entre estos
sistemas y el tradicional. Se ha hecho énfasis en la necesidad de programas de
mejoramiento en agaves, con técnicas de propagacion in vitro, donde se integren
0 simplemente se propaguen, caracteristicas deseables para el productor o la
industria, tales como; precocidad, crecimiento rapido, hojas sin espinas (en
bordes), mayor concentracion de fibra con mejor calidad de este componente,
mayor rendimiento en peso, mayor contenido de azucares reductores, mayor
resistencia a: sequia, humedad, enfermedades o alcalinidad, etc.(Figura 11 )
(Garcia et al., 2010).
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Figura.11.Propagacion del Agave

El Henequén (Agave Fourcroydes, Lem) presenta la formacion de bulbillos, estos
son yemas aéreas encontradas en el escapo floral y en el Agave Tequilana
pueden presentar apomixis (semillas sin fecundacion), teniendo como resultado
descendencia genéticamente igual a la planta madre (Gomez —Pompa, 1963;
Castro-Concha et al., 1990; Barrera, 2004).

1.5.1. Semillas de Agave

A pesar de que las Agavaceas son de gran utilidad para el hombre, son escasos
los estudios sobre morfologia de semillas, germinacion y desarrollo
postemergente. En semillas de Agave pulguero (Agave atrovirens), su crecimiento
inicial de las plantulas sigue el patron de germinacién epigea, donde el hipocétilo
se alarga y el cotiledén se eleva arriba de la superficie del suelo (Figura 12)
(referencia)
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Figura.12.Germinacién de Agave atrovirens

En el afio de 1975, Freeman evaluo la germinacion de Agave parryi, encontrando
que las semillas no tienen latencia y que germinan a una temperatura optima de
25°C en condiciones de luz y oscuridad, mientras que si se aumentaba la
temperatura a 40°C el porcentaje de germinaciéon disminuye.

En experimentos realizados con las semillas de A. deserti, la germacion maxima
fue de 90% a 21-23°C, reduciendose hasta el 50% en temperaturas de 10°C, y
disminuyo tres veces cuando la presibn osmotica fue de -13 Mpa ( suelo
particularmente seco), estos resultados indican que la respuesta de la temperatura
permite la germinacion siendo mas favorable a temperaturas moderadas, pero las
condiciones de humedad puede restringir la germinacién (Granados- Sanchez,
1999).

En el afio de 1995 Pritchard y Miller describieron resultados similare en la
germinacion de Agave americana. Después de dos afios de almacenaje Martinez-
Palacios et al., (2003) evalu6é la conservacion de las semillas en diferentes
poblaciones de Agavr victoria-regineae Moore, algunas de ellas registraron un
92% de germinacion mientras que en otras disminuyo un 94 a 70%.

Otras investigaciones sobre el género Polianthes L. (Agavaceae)(Serrano-Casa, et
al., 2000) presentaron 90% de germinaciénen al remojo en agua a 40°C. Las
semillas de esta especie son ortodoxas, no presentan latencia y su germinacion es
epigea. Por su alta capacidad e germinacion, puede ser propagada por semillas
en condiciones naturales aunque su crecimiento es muy lento.
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La reproduccion sexual es la fuente de variacidn genética que se expresa en un
favorecimiento evolutivo (Pianka, 1982), donde permite la recombinacién genetica
entre los individuos, participando en la migracion de individuos seguida de la
colonizacion de nuevos ambientes. Por el contrario, la reproduccion de tipo
vegetativa permite perpetuar genotipos probados para el ambiente en que fueron
generados (Cook,1985). Ademas este proceso puede aumentar su susceptibilidad
a presiones por plagas y enfermedades (Barrett y Kohn, 1991).

La acumulacion de semillas en e suelo constituye bancos de semillas y son
considerados importantes desde el punto de vista ecoldgico, asi como
evolutivamente en la dinamica de las poblaciones vegetales y pueden funcionar
como bancos de genes (Kalisz,1991). Estos bancos de semillas in situ pueden ser
reservorios para la recuperacion de poblaciones y la preservacién de una especie
dentro de una comunidad (Kalisz,1991), debido al alto contenido de variacion
genética, ya que presentan genes e individuos de importancia en la poblacion
(Epling et al., 1960).

1.5.2. Plantas monocotiled6neas y dicotiled6neas.

Dentro de las angiospermas distinguimos dos grandes grupos: el de las
monocotiledéneas y el de las dicotiledéneas. La caracteristica que distingue a
ambos grupos se encuentra en la semilla como el género Agave que es una
monocotiledénea. En ésta hay un embridn con unas hojas que reciben el nombre
de cotiledones. Mientras que la dicotiledéneas presenta dos cotiledones, las
monocotiledéneas tienen uno solo. En el cuadro 1 se presenta las diferencias
entre las monocotiledéneas y las dicotiled6neas.
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Cuadro. 1. Diferencias entre las monocotiledoneas vy las dicotiledéneas. (Heywood, V.H. 1985)

Dicotiledéneas Monocotiledéneas
(Clase Magnoliopsida) (Clase Liliopsida)
Embrién de la semilla con un solo
Embridn de la semilla con dos cotileddn, en posicidn
cotiledones en posicion lateral (salvo |aparentemente terminal y con vaina
raras excepciones). Endospermo envolviendo el punto vegetativo.
nuclear o celular, nunca helobial Endosperma helobial, o

generalmente nuclear

Raiz principal de corta duracién,
sustituida por numerosas raices
cauldgenas (homorrizia secundaria)

Raiz principal, en principio, con larga
vida (alorrizia)

Haces conductores dispuestos,
generalmente, en circulos en seccién
transversal del tallo (eustela) y
abiertos, que permiten el desarrollo
de un cambium para un crecimiento
secundario en grosor. Los brotes
laterales presentan dos profilos
laterales

Haces conductores dispersos en
seccion transversal del tallo
(atactostela), sin cambiumy
engrosamiento secundario normal.
Los brotes axilares con un solo
profilo a menudo binervado, en
posicion adosada

Hojas en disposicion, generalmente,
esparcida, insertas al tallo por una
amplia base o vaina, estipulas
ausentes y peciolo con frecuencia
ausente, lamina foliar generalmente
entera y paralelinervia

Hojas poliformas, en general,
claramente pecioladas, y a menudo
con estipulas, rara vez presentan
vaina, lamina con nerviacién
reticulada y a menudo compuestas

Flores con verticilos

predominantemente pentameros, Organos florales no helicoidales sino
menos a menudo tetrameros, ciclicos en verticilos trimeros
también aparecen otras formas

Formacién del polen generalmente Formacion del polen, generalmente,
simultdnea, y polen con frecuencia sucesiva, y granos de polen
tricolpado anatremos o monocolpados

d

Gran abundancia de plantas
acuaticas y palustres herbaceas, y
hemicriptofitos y gedfitos

Formas de desarrollo iniciales
arboreas
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CAPITULO II.

2.1. Proteinas

En su estructura primaria, las moléculas de proteina estan formadas por cadenas
de aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos entre el grupo carboxilo
(COOH) de un aminoécido y el grupo a-amino (NHz).

En las proteinas de los cereales se encuentran unos 18 aminoacidos diferentes.
Las proporciones en que se encuentran y su orden en las cadenas, determinan las
propiedades de cada proteina. La cadena principal peptidico o columna vertebral
de la molécula proteica puede unirse a moléculas adyacentes por enlaces
disulfuro de restos de cistina (estructura secundaria). Las cadenas peptidicas
pueden estar enrolladas en espiral con enlaces de hidrégeno enlazando cadenas
laterales que sobresalen (conformacion terciaria o alfa-hélice de la cadena
principal). La unién terciaria confiere elasticidad. Tipos de proteinas. Osborne
(1907) clasifico las proteinas del trigo en cinco categorias, atendiendo a sus
caracteristicas de solubilidad. Se puede hacer una clasificacion semejante de las
proteinas de todos los cereales, como aparece en la tabla, la cual establece los
margenes de los valores de las fracciones “Osborne” de proteinas. Las albuminas
y globulinas de la harina, se citan corrientemente como proteinas solubles. La
albumina de trigo con p.m. de 17.000-28.000, es responsable de parte de las
diferencias en las caracteristicas de panificacion de las diferentes harinas (Pence
et. al, 1951) y las globulinas también pueden ser esenciales para el
comportamiento adecuado en este proceso. Las proteinas insolubles estan
integradas por las prolaminas y glutelinas. Las proteinas “solubles” —albuminas y
globulinas- de las células del endospermo de los granos de cereal, son
consideradas como derivadas del protoplasma original de la célula en desarrollo,
de las membranas celulares y del reticulo endoplasmico; tienen funciones
metabdlicas y estructurales. Las proteinas “insolubles” —prolaminas y glutelinas- se
desarrollan en los proteoplastos, durante la maduracién del grano y forman
cuerpos proteicos que son irreconocibles, comprimidos unos con otros, en el grano
maduro de la mayoria de los cereales, aunque en las células del endospermo del
sorgo se pueden reconocer microscépicamente corpusculos proteicos individuales.
Las proteinas insolubles se consideran como proteinas de reserva. Los cuatro
tipos principales de proteina varian considerablemente en su composicién de
aminoacidos.

29



% Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez Ingenieria Bioquimica

2.1.1. Proteinas de reserva

Las proteinas en las semilla estan constituidas principalmente por tres grandes
grupos:

a) Proteinas estructurales (forman parte estructural de la célula).
b) Proteinas con actividad biologica (generalmente son enzimas).
c) Proteinas de reserva o almacenamiento.

Las proteinas de reserva son las de mayor proporcion, las cuales son depositadas
en cuerpos proteinicos durante el desarrollo del endospermo (Fukushima, 1991).

Su funcion fisiologica es la de proveer esqueletos carbonatados y nitrogenados
que seran utilizados durante la germinacién de la semilla. Se clasifican como
proteinas de reserva si se acumulan en cuerpos proteicos de las semillas en
grandes cantidades, se sintetizan durante el desarrollo dell grano, se hidrolizan
durante la germinacién y el crecimiento de la semilla y poseen altos niveles de
aminoacidos ricos en nitrogeno (Cassey y Domoney, 1984). Debido a su
abundancia, importancia economica y alimentaria las proteinas de reserva fueron
las primeras que se caracterizaron en las semillas. De acuerdo a su solubilidad
segun Osborne (1924) en ; albuminas, globulinas, prolaminas y gluteninas (Tabla
2).

Recientemente se ha propuesto una nueva clasificacion para describir als
proteinas de reserva (Fukushima, 1991), que se basa en la estructura genética,
en la homologia de la estructura primaria y en la forma de acumulacion dentro de
la semilla. Segun esta nueva clasificacion las proteinas de reserva de semilla
incluyen a las prolaminas y gluteninas (Utsumi, 1992), que se encuentran
principalmente en los cereales y a las globulinas presentes en forma mayoritaria
en las leguminosas.
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Tabla 1. Tipos de proteinas presentes de granos de vegetales

Extraibles en
agua

Extraibles en
sales minerales

Extraibles en
soluciones de
etanol

Extraibles en
acidos o alcalis

Proteinas no del
gluten
(Principalmente
monomeéricas)

Proteinas no del
gluten
(Principalmente
monomeéricas)

Proteinas del gluten
(principalmente
gliadinas
monomeéricas y
polimeros de
glutenina de alto peso
molecular)

Proteinas del gluten
(principalmente
gliadinas
monomeéricas y
polimeros de
glutenina de alto peso
molecular)

Proteinas .
estructurales y
metabdlicas .

Proteinas
estructuralesy
metabdlicas

Proteinas de °
almacenamiento
de la semilla tipo

prolaminas °
[ ]
Proteinas de °
almacenamiento
de la semilla

Leucosina
Enzimas de masa

molecular 20,000
a 50,000

Araquinas P.M.
300,000

Glicininas (soja)

Leguminas
(guisantes, haba,
habichuela)
Gliadinas P.M.

20,000 a 50,000
(trigo)

Zeina (maiz)
Hordeina
(cebada)

Gluteninas P.M.
de uno o varios
millones (minimo
100,000)

Avenina (Avena)

Glutenina del
arroz que
constituye el 80%
de las proteinas
presentes

Fuente: Osborne (1924).
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2.1.1.1. Albuminas

Las albuminas incluyen a las moleculas que poseen propiedades funcionales y
muchas son enzimas que metabolizan las sustancias almacenadas en la semilla,
como por ejemplo las glicosidasas y las proteasas. Estas ultimas juegan un papel
muy importante en la degradacion proteinica sdurante la germinacion, otras
proteinas juegan un papel muy importante en la defensa de la planta como son los
inhibidores de tripsina y las lectinas. A las albuminas de tipo 2S se les ha atribuido
un papel como proteina de reserva y proveer azufre durante la germinacion. En la
mayoria de las semillas de las leguminosas las albuminas son buena fuente de
lisina y de aminoacidos azufrados principalmente la metionina (Gueguen y Cerletti,
1994).

2.1.1.2. Globulinas

Dentro de las proteinas mas estudiadas se tienen a las globulinas, estas se
encuentran en mayor proporcion en las leguminosas y contribuyen tanto a la
calidad nutricional de los granos como a las propiedades funcionales de éstos
(Argos y col., 1985).

Las globulinas contituyen el grupo de proteinas de reserva presente en mayor
proporcién en la familia de las leguminosas. Pueden seer clasificadas por sus
coeficientes de sedimentacion en dos grupos: las globulinas 7S o vilinas y las
globulinas 11 S o leguminas (Derbyshire, 1976).

Contienen grandes cantidades de acido glutamico, acido aspéartico, leucina,
aminoacidos basicos y amidas lo que concuerda plenamente con su funcion, ya
que la mayoria de estos tienen un alto porcentaje de nitrégeno(Cubero,1963).

2.1.1.3. Prolaminas

Las prolaminas costituyen la fraccion proteinica principal en cereales como maiz y
trigo, son conocidas por su solubilidad en mezclas alcohol-agua y por sus altos
niveles de prolina y glutamina; sin embargo, la comparacion de sus secuencias de
aminoacidos han mostrado que ésta definicion debe ser ampliada para incluir a las
proteinas que son insolubles en soluciones alcohdlicas en el estado nativo, debido
ala presencia de enlaces disulfuros inter cadena. Por otro lado se ha conocido que
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las prolaminas, adn las que son insolubles en soluciones alcoholicas, estan
relacionadas por su estructura y constituyen una superfamilia de la cual esta
excluida la a del maiz (Shewry, 1995).

Los andlisis electroforeticos ya sea en forma nativa o después de la reduccion de
los enlaces disulfuro, muestran que la fraccion de la prolamina es una mezcla
compleja de polipéptidos de aproximadamente 50 componentes, existiendo una
extensa variacion entre el nimero y propiedades electroforéticas de ellos (Shewry
y col., 1985).

2.1.1.4. Glutelinas

Las gluteninas, mas estudiadas son las aisladas del trigo, las cuales tienen un
intervalo de peso molecular de unos cientos de miles de kDa (Huang y Khan,
1997).

Estas gluteninas son agregados insolubles en alcohol, en las que muchas
subunidades con pesos moleculares de 95 a 145 kDa, son estabilizadas por
enlaces disulfuro; sin embargo estas gluteninas son esencialmente un grupo de
prolaminas, ya que cuando son disociadas, las unidades se vuelven solubles en
alcohol (Fukushima, 1991).

2.2. Clasificacién y Fraccionamiento de proteinas de reserva

Las proteinas tienen diversas funciones en la naturaleza, si bien no existe un
sistema universal, las proteinas pueden clasificarse en base a su composicion,
solubilidad y funcién biolégica o estructura tridimensional.

De acuerdo a su composicién se les puede dividir en proteinas simples, que son
aguellas que por hidrélisis sélo producen aminoacidos y en proteinas conjugadas,
Si es que éstas contienen un grupo no proteico unido a la cadena polipéptica.
Dentro de las proteinas conjugadas se encuentran metaloproteinas,
glucoproteinas, fosfoproteinas, lipoproteinas y la nucleoproteinas, que reciben el
nombre por la naturaleza del grupo no proteico que poseen (Braverman, 1980;
Franks, 1988).
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Por su forma se pueden dividir en globulares y fibrosas; estas ultimas forman las
fibras de tejido conectivo, ademas son las proteinas de ligamentos y tendones,
entre otras (Braverman, 1980).

Las proteinas en las semilla estan constituidas principalmente por tres grandes
grupos:

a)
b)
c)

Proteinas estructurales (forman parte estructural de la célula).
Proteinas con actividad biologica (generalmente son enzimas).
Proteinas de reserva o almacenamiento.

Las proteinas de reserva o almacenamiento, de acuerdo con su solubilidad, por el
método mas conocido es el de Osborne (1924). Se dividen en: Albuminas solubles
en agua y en soluciones salinas diluidas; precipitan en soluciones de sulfato de
amonio a una concentracion cercana a la saturacion. Globulinas, generalmente
insolubles en agua pero solubles en soluciones salinas diluidas. Prolaminas, estas
proteinas son solubles en etanol 50-80%. Gluteninas, se caracterizan por ser
solubles en medio acido o alcalino. Por otra parte, existen algunos puntos clave a
considerar en el proceso del fraccionamiento las cuales son:

a)

b)

d)

En funcion de las condiciones de extraccion, algunas proteinas estaran
presentes en la fraccion de globulinas, en la de gluteninas o ambas.

Independientemente de las condiciones de extraccién, otras proteinas
pueden estar presentes en so6lo una de las fracciones.

La extraccion con alcohol (2-propanol 50%) y un agente reductor, después
de la extraccion de las globulinas, produce una fraccion (que contiene
proteinas relacionadas con su localizacion, funcidon y caracteristicas
qguimicas, incluyendo su solubilidad) como subunidades reducidas.

Es primordial establecer las condiciones Optimas para la extraccién de las
fracciones proteinicas para cada tipo de tejido, con monitoreo, por la
contaminacion cruzada que pueda ocurrir, por electroforesis y andlisis de
aminoacidos.

Otros autores, como Landy y Moreaux (citado por Wilson, 1994), desarrollaron un
meétodo de separacion por su solubilidad empleando isopropanol asi como dodecil
sulfato de sodio (SDS) y 2- mercaptoetanol y aplicandolo al grano de maiz
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separaron las fracciones en LMI, LMII, LMIIl, LMIV Y LMV. En el cuadro 1 se
puede observar la comparacion de estas fracciones se agrupen solamente en dos
tipos de proteinas basicas, de naturaleza esencialmente metabdlica (proteinas
solubles en sal, gluteninas G3 y proteina residual) y proteinas especificas del
endospermo (zeina y gluteninas G1y G2). (Shwery y Miflin, 1985).

Cuadro. 2. Comparacion de la distribuciéon de fracciones Proteinicas en el grano de maiz segun

Osborne.

AlbUuminas

Globulinas l. 0.5M NacCl

Prolaminas I. Isopropanol 55%

Zeinall

Zeina ll (G1) [I. Isopropanol 55%+ Me 0.6%

Glutelinas totales

Glutelina 2 (G2) V. Regulador pH 10 + 0.6 Me
Glutelina 3 (G3) V. Regulador pH 10 + 0.6 Me +
0.5% SDS

Adaptado por (Wilson, 1994). Me: 2 mercaptoetanol.
SDS: dodecilsulfato de sodio

Por lo que se refiere al reino vegetal, las fracciones méas importantes en el caso de
las leguminosas son las albuminas y las globulinas, mientras que para el caso de
los cereales las prolamins y las glutelinas.

Este procedimiento general de fraccionamiento de las proteinas presenta una
serie de factores que afectan la extraccion de las fracciones (Pernollet y Mossé,
1983; Shewry y Miflin, 1985), como son: El tamafio de particula de la harina, la
fuerza de agitacion, la relaciéon harina disolvente y el nUmero de extracciones por
etapa.

Dentro de la funcién biologica estan las proteinas de reserva que se encuentran
principalmente en las plantas con semilla, y sirven como depdsito de energia
nutricional de aminoécidos.
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2.3. Sintesis de proteinas de reserva

La sintesis de proteinas de reserva en semillas ocurre durante los ultimos dos
tercios de su desarrollo, comenzando despues de la division celular y que la
formacion del embrién se ha completado, deteniéndose en la ultima etapa de su
maduracion y secado. El tiempo, velocidad y la extencion de la sintesis de varias
proteinas de reserva, asi como su distribucion es diferente en cada semilla; y
aunque estas variables son reguladas geneticamente, el ambiente juega también
un papel regulatorio (Higgins;1985).

La acumulacion de cualquier proteina es un reflejo del equilibrio establecido entre
su velocidad de sintesis y su degradacion. Puesto que las proteinas de reserva en
los cotiledones experimentan una tasa de degradacion muy baja, sus niveles son
determinados casi exclusivamente por su tasa de sintesis y procesamiento. Estos
altimos solo juegan un papel regulatorio menor y cuantitativamente el paso
limitante regulatorio en la sintesis de cualquier proteina parece ser la cantidad de
ARNmM que este presente en las células del tejido de almacenamiento de la semilla
(Bewwley y Greenwood, 1990).

Diferentes tejidos, dentro de la misma semilla, a menudo acumulan diferentes
proteinas de reserva, lo que sugiere que hay una regulacion genética tejido-
especifica. En soya por ejemplo, se pueden encontrar en los ejes muy pequefas
cantidades de B-conglicina, la cual se encuentra ampliamente distribuidas en los
cotiledones (figura 3). La reducida sintesis de B-conglicina en los ejes esta
relacionada con la baja presencia de su ARNm, que se puede deber a una
transcripcion disminuida, baja estabilidad o una traduccién limitada (Bewwley y
Greenwood, 1990).

En cereales, las prolaminas y glutelinas del endospermo almidonoso nunca son
sintetizados alrededor de la pares de la aleurona, la cual secuestra un solo tipo de
proteinas. Asi mismo, el embridn contiene proteinas de reserva Unicas, incluyendo
algunas lectinas, pero estas nunca son encontradas en el endospermo almidonoso
o la pared de la aleurona (Bewwley y Greenwood, 1990).

La regulacién de la expresion de los genes de proteinas de reseva, tanto en el
modo tejido especifico como en el modo temporal, esta pobremente descrita. Sin
embargo existe la hipotesis de que en la regién 5’ de un gen de una proteina de
reserva, se encuentran ciertas regiones que pueden estar involucradas en la
regulacion de la expresion del gen. En otras palabras, los elementos de control
gue acttan en cis, son activados por factores que actdan en trans, una proteina,
gue se une al ADN e interctuado con el elemento cis, disparan la transcripcion del
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gen bajo el de su influencia regulatoria. Asi, cadas gen de proteina de reserva
puede contener secuencias de control en cis en jerarquia que permiten la
respuesta a cada situacion de desarrollo y asea en tejido-especifico o de manera
temporal (Gaudreault, y Beevers, 1984.)

DNA (genGlicina)

In In In

=7 -

mRNA procesado 5 3

mRNA no procesado _

Sintesis de proteina 5 3
(preproglicina)

NH,

Rompimiento del Reficulo_
péplido sefal NH, — e endoplasmatico
(preproglicina) | rugeso

Formacion del puente NH,
disulfuro
(proglicina) COOH[ L

J

Transporte

Ensamble de la
COOH heloproteina °° Curepos de
(hexémero) proteina

Protedlisis
(glicina) COOKI™

Figura.13. Sintesis de glicina en cotiledones de soya. Adaptada por Krochko y Bewley (1989)

2.3.3. Localizacion de la traduccion de proteinas de reserva

La produccion comienza con la trascripcion en el nucleo, donde el ARNmM
resultante es transportado al sitio de sintesis de proteinas dentro el citoplasma. La
sintesis ocurre en el citoplasma especificamente en el reticulo endoplasmaético
rugosa (RER). El producto inicial de la traduccion contiene un péptido sefial en el
amino terminal requerido para el transporte de la proteina desde su lugar de
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sintesis hasta el aparato de Golgi a través de los tabulos del reticulo
endoplasmatico. Las proteinas de reserva se clasifican y son empacadas dentro
de las vesiculas derivadas de Golgi, y para transportarlas al compartimiento
vacuola-cuerpo proteinico. La fusibn sucede mediante la invaginacion de las
vesiculas que permite la descarga de las proteinas dentro de la vacuola, y a su
vez permiten el crecimiento y eventualmente dan lugar al cuerpo proteinico
maduro. Una subdivision de la vacuola da como resultado la formacion de
numerosos cuerpos proteinicos (Gaudreault, y Beevers 1984).

CAPITULO III.

MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1. Materia prima

UBICACION DE LAS PLANTACIONES DE AGAVE

Las semillas de las plantas de agave empleadas en el desarrollo del presente
trabajo fueron obtenidas del municipio de Singuilucan ubicado al Sureste del
Estado de Hidalgo. Su region geografica esta considerada dentro del Altiplano, se
encuentra a 19°59°20” de latitud Norte y 98°27°52” de longitud Oeste, del
meridiano de Greenwich, a una altura de 2,640 msnm. (Figura 14)

El clima es frio, con una temperatura media anual de 13° a 15°C. Los periodos de
heladas se presentan durante los meses de enero a marzo y las temporadas de
lluvias entre mayo y septiembre, con una precipitacion pluvial de 500 a 800 mm.

Cada muestra realizada durante el fraccionamiento se realiz6 nueve repeticiones,
en la determinacién de proteinas por el Método de micro —Kjeldahl AOAC (1995)
se realizaron 27 repeticiones de cada proteina mas la determinacion del residuo.

La determinacion de humedad se realizo por triplicado.
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Figura 14. Localizacion geogréfica del municipio de Singuilucan en el Estado de Hidalgo

3.1.2 Acondicionamiento de la materia prima

Se recolectaron y seleccionaron las diferentes variedades de semilla de Agave, se
molieron en una licuadora (marca Osterizer) durante 4 minutos, posteriormente se
clasifico la harina obtenida con la ayuda de un tamiz malla 20, para homogeneizar
el tamafio de particula (Anexo C)

3.2 Fraccionamiento de proteinas del agave

Obtenido por el método Osborne (modificado por Bernardino-Nicanor et al. (2001)).
Extraccion de Albuminas

Se utilizé una relacién harina: agua 1:20 (p/v), se agitd con por 1 h a 4°C se
centrifugd a 6000 r.p.m por 30 min. El sobrenadante se colectd (albuminas) y el
precipitado se lavdé con 20 mL de agua destilada, se agitd por 1h a 4°C, se
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centrifugd a 6000 r.p.m por 30 min, el sobrenadante se colecté en el mismo
recipiente donde se tenia el sobrenadante de la extraccion anterior, el precipitado
se utilizo para la extraccion de globulinas.

Extraccién de Globulinas

Al residuo obtenido de la extraccion de las albuminas se le adicionaron 20 mL de
solucion salina (NaCl al 10%), se agit6 por 1 h a 4°C se centrifug6 a 6,000 r.p.m
por 30 min. El sobrenadante se colecto6 (globulinas) y el precipitado se lavé con 20
mL de solucion salina, se agité por 1h a 4°C, se centrifugé a 6,000 r.p.m por 30
min, el sobrenadante se colecté en el mismo recipiente donde se tenia el
sobrenadante de la extraccion anterior. El precipitado se utilizd para la extraccion
de prolaminas.

Extraccién de Prolaminas

Al precipitado obtenido de la extraccidon de las globulinas se le agregaron 20 mL
de la solucion alcohdlica (2- Propanol al 70%) se agité por 1 h a 4°C se
centrifugd 6,000 rpm por 30 min. El sobrenadante se colecté (prolaminas) vy el
precipitado se lavé con 20 mL de solucién alcohdlica, se agitdé por 1h a 4°C, se
centrifugdé a 6,000 r.p.m por 30 min, el sobrenadante se colectd en el recipiente
donde se tenia el sobrenadante anterior. El precipitado se utilizé para la extraccién
de glutelinas.

Extraccion de Glutelinas

Al precipitado obtenido de la extraccion de las prolaminas se le adicionaron 20
mL de solucion de NaOH 0.1 N y se agité por 30 min a 4°C se centrifugé 6,000
rom por 30 min. El sobrenadante se colecté (glutelinas) y el precipitado se lavd
con 20 mL de solucion de NaOH 0.1 N, se agitd por 1h a 4°C, se centrifug6 a
6,000 r.p.m por 30 min, el sobrenadante se colect6 en el recipiente donde se tenia
el sobrenadante anterior.

Residuo
El residuo que se obtuvo del fraccionamiento se seco en una mufla a 40°C

durante 12 horas. Para determinarle la cantidad de proteinas mediante el método
de Kjeldahl y posteriormente caracterizarlo electroforéticamente.
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3.3 Determinacién de proteinas

3.3.1 Método de micro —Kjeldahl AOAC (1995)

De cada una de las fracciones proteicas obtenidas se tomaron por separado 5 mL,
se colocaron en matraces micro-Kjeldahl; y se le adicionaron 4mL de acido
sulfdrico concentrado y 0.3 g de catalizador. Se colocaron en el equipo digestor
micro-Kjeldahl marca Buchi, se calenté hasta su completa digestion (cuando la
muestra toma una coloracion verde claro). Una vez enfriadas las muestras se
colocaron en el equipo de destilacion marca Buchi, agregandole previamente 25
mL de agua destilada y 14 mL de hidréxido de sodio al 40%. Se conectd al equipo
de destilacion un matraz con 20 mL de acido bérico (4%) y 2 gotas de indicador de
Wesselow (Anexo A) el destilado se titul6 con &cido clorhidrico 0.1 N hasta vire a
color azul. El porcentaje de Nitrdgeno se calculé con la siguiente formula:

mL HCI*N*meq*100

%eN=

gr muestra

Dénde:

mL HCI = el volumen gastado en la titulacién
N = es la normalidad del NaOH 0.1N

meq = son los mili equivalentes (0.014)
gr muestra = masa de la muestra en gr.

%P=%N(6.25)

Dénde:

%P = porcentaje de proteina obtenida
%N = porcentaje de Nitrégeno
6.25= factor

3.4. Determinacién de humedad método AOAC (1990).

Se utilizaron 2 g de muestras de cada una de las harinas obtenidas de las semillas
de las variedades de semilla de Agave ( xamini, manso y blanco) molido, se
colocaron en una charola de aluminio previamente pesada. La muestra se seco a
60°C, durante 4 h. Cada prueba se realiz6 por duplicado. La humedad de cada
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una de las variedades se detertmind y se expresé en porentaje mediante la
ecuacion.

m2-m3
% Humedad = ———— w 400
m2-m1

Donde:

m1: masa de la charola vacia (g)
m2: masa de la charola con la muestra antes del secado, (g)
m3: masa de la charola mas la muestra desecada, en (g)

3.5. Caracterizacion bioquimica de las fracciones proteicas de las semillas
de Agave (Xamini, Manzo y Blanco)

3.5.1. Electroforesis ( Manual de Normas técnicas #38, 2003)

Se utilizé electroforesis en geles de poliacrilamida: desnaturalizante (SDS-Page).
Los diferentes tipos de electroforesis fueron realizados en una mini camara de
electroforesis vertical (Mini-Protean Il electrophoresis cell, Bio-Rad, CA) y los geles
fueron tefidos utilizando Azul de Coomassie R-250.

3.5.2. Precipitacion con TCA (Brown; 1989)

Las proteinas extraidas (Albuminas, Globulinas, Prolaminas y Gluteninas) de
cada variedad de Agave (Xamini, Manso y Blanco) se precipitaron con TCA de la
siguiente manera:

1) Se tomaron 200uL de proteina y 200 pL de TCA al 20% se colocaron en un
tubo eppendorf, se mantuvo en bafio de hielo a 4°C durante 1h.

2) Se prosiguié a Centrifugar en una microcentrifuga a 4° C durante 20 min a
maxima velocidad (10.000 rpm)

3) Se elimingd el sobrenadante y al sedimento se le adiciono 250 pL de alcohol al
75% frio a 4°C y se re suspendio

4) se centrifugo a 4° C durante 15 min a una velocidad de (10,000 rpm)

5) Se repiti6 el paso 3y 4
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6) Después que se elimind el sobrenadante se le adicioné 250 pL de alcohol al
95% al sedimento

7) Se centrifugé en una microcentrifuga a 4° C durante 15 min a una velocidad
(10.000 rpm) y se elimino el sobrenadante

8) Se dejo secar el sedimento a temperatura ambiente hasta que no oliera a
alcohol

3.5.2.1. Preparacion de la muestra

Al sedimento de cada proteina precipitada con TCA se le adicionaron 50 uL de
solucion Buffer de muestra; se calenté a 85°C durante 90 s pasando el tiempo se
coloc6 en bafio de hielo y se prosiguié a centrifugar en una micro centrifuga a
durante 25 min a una velocidad maxima de (10.000 rpm).

3.5.2.2. Electroforesis nativa

La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

Para la electroforesis nativa se utilizaron geles de poliacrilamida al 8%, de acuerdo
a la metodologia (Laemmli 1970). El gel nativo fue cargado con 10 pL de proteina
por carril. Se utilizaron las soluciones siguientes:

a) Solucion (Stock acrilamida) 100 mL

Para 100 mL se mezclaron 30 g de acrilamida y 0.8 g de bis-acrilamida.
Se almacené en refrigeracion en frasco ambar

b) Solucion Buffer de corrida 100 mL

Se pesaron 18.2 g Tris 1.5 M y se le afiadieron 40 mL de agua, se ajusto el
pH 8.8 con HCI 1N y se aforé a 100 mL

c) Solucion Buffer de 100mL

Para 100 mL se pesaron 6.0 g de Tris 0.5 M y 40 mL de agua destilada, se
ajusto el pH6.8 con HCL 1N y se afor6o a 100 mL

d) Persulfato de amonio al 10% (1 mL)
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Se peso6 0.1 g de Persulfato y se afor6 a 1 mL con agua destilada. Esta
solucion se mantuvo en refrigeracion a 4°C.

e) Regulador de muestra

Se mezclaron 3.1ml Tris 1M pH6.8, 20g de glicerol, 0.003 mg de azul de
bromo fenol 1% y se afor6 a 100 mL con agua destilada

Cuadro. 3. Preparacion del gel al 8% para electroforesis en condiciones nativas

SOLUCIONES SEPARADOR CONCENTRADOR
mL mL

5.4 1.3
5.0 -

- 2.5
9.2 6.0
20 pl 10 pl
200 pl 100 pl

Se preparo primero el gel separador, se le agreg6 un poco de agua para alinear el
gel y se observo la polimerizacién del mismo, posteriormente se eliminé el agua y
finalmente se le agregd el gel concentrador una vez adicionada la muestra el gel
se corrio a 110 Volts durante 45 min.

NOTA: cada muestra realizada durante el fraccionamiento se realizaron nueve
repeticiones, en ladeterminacion de proteinas por el Método de micro —Kjeldahl
AOAC (1995) se realizaron 27 repeticiones de cada proteina mas la determinacion
del residuo; la determinacion de humedad se realizo por triplicado.

En la realizacion de electroforesis se realizaron 9 geles por cada semilla con sus
respectivas proteinas obteniendo un total de 27 geles de corrida.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Fraccionamiento de las proteinas

Las proteinas presentes en las semillas de Agave Salmiana var. Xamini, Agave
salmiana var. Salmiana (manso) y Agave atrovirens (blanco) se fraccionaron en
base a su solubilidad en cuatro diferentes fracciones una soluble en agua
(albuminas), una soluble en sal (globulinas), una soluble en alcohol (prolaminas) y
una soluble en alcali (glutelinas). Esta clasificacion de las proteinas ha sido de
gran controversia en los ultimos afos, lo cual ha sido discutido ampliamente en la
literatura (Franco y col., 1997; Ferreira y col.,, 2000) y se ha propuesto otra
clasificacion para estas proteinas basada en la estructura genética, homologias de
la estructura primaria y la forma de acumulacion de la semilla. Segun esta nueva
clasificacion de las proteinas de reserva de semillas incluyen a las albuminas, las
prolaminas y globulinas, dentro de este esquema las glutelinas quedan agrupadas
dentro de las globulinas (Fukushima, 1991). Sin embargo, el sistema basado en el
criterio de solubilidad y con algunas modificaciones resulta conveniente para
iniciar la caracterizacion de las proteinas de reserva de las semillas de cualquier
especie que no haya sido estudiada (Sood y col., 1995), no sélo para comparacion
sino también como paso inicial de la purificacion.

En el cuadro 5 se observa la composicion de las proteinas de reserva en la
semillas de Agave Salmiana var. Xamini, Agave salmiana var. Salmiana (manso)
y Agave atrovirens (blanco) obtenidas por el método de Osborne modificado, en
donde las fracciones mayoritarias fueron las albuminas y globulinas, seguida por
las de prolaminas y glutelinas. Se ha reportado para otras semillas que la
presencia de EDTA y EGTA en la extraccidbn de estas proteinas incrementa el
rendimiento en esta fracciobn debido a que se permite mayor estabilidad a las
moléculas (Ferreira y col., 2000).

En trabajos posteriormente realizados por Dra. Aurea Bernardino en el ITC, 2011
se tiene la composicion quimico proximal de cada variedad de Agave. Que se
presenta en el siguiente cuadro 4. En cual nos sirvio como base el porcentaje de
proteina total de la semilla para obtener la fraccion de proteina presente del
cuadro 5.
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Cuadro. 4. Andlisis quimico proximal de las diferentes variedades de Agave

SEMILLA HUMEDAD CENIZAS* E.E* FIBRA PROTEINAS PECTINAS CARBOHIDRATOS

XAMINI 6.7959 4.403 3.7597 35.5006 20.52 0.6738 43.2990
MANZO 6.885 2.1219  9.3576 55.9715 27.72 0.8413 15.4534
BLANCO 8.0572 23172  2.3489 50.9739 25.74 1.8788 21.4035

*Base Seca. (Datos previos obtenidos por: Dra. Aurea Bernardino. Caracterizacion de la semilla de Agave realizada en el ITC, 2011)
*Unidades (porcentaje en g/100 g de muestra)

Cuadro. 5. Composicion de las proteinas de reserva de las diferentes variedades de Agave

PROTEINA SEMILLA SEMILLA SEMILLA
XAMINI MANZO BLANCO

FRACCION DE PROTEINA/100 g DE PROTEINA TOTAL DE SEMILLA

10.34+0.43

ALBUMINAS 21.6 £1.074 11.895+0.61
GLOBULINAS 36.51+0.21 20.685+0.13 25.935+1.87
PROLAMINAS 9.96+0.04 3.69+0.55 3.545+0.31

GLUTENINAS 10.375+0.10 5.97+0.62 6.785+0.16

RESIDUO INSOLUBLE 21.55+0.48 57.76+0.23 53.395+0.79

e Harina promedio por tres determinaciones
e Unidades (porcentaje en g/100 g de muestra)
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4.2. Caracterizacion de las proteinas de reserva de las diferentes variedades
de semillas de Agave

4.2.1 Numero de subunidades y peso molecular (Anexo B)

Las albuminas representan el 10-21.6% de las proteinas presentes en las
variedades de semillas de Agave, se observé para esta fraccion de proteinas
nativas un patron complejo de subunidades con un componente mayoritario de
15 kDa.

Las albaminas con una funcion de almacenamiento son encontradas en muchas
plantas dicotiledéneas y estdn compuestas de polipéptidos de bajo peso molecular
(alrededor de 12 kDa) con enlaces disulfuro y coeficiente de sedimentacion 2.
(Smith, 2001). Las albuminas constituyen principalmente las proteinas
metabdlicas de las semillas, varias albuminas tienen funciones fisiologicas, tales
como actividades enzimaticas de lipoxigenasa, glicosidasa o0 proteasa
involucradas en la degradacion de las proteinas de almacenamiento y la
germinacion. Otras albuminas, tales como los inhibidores de proteasas o las
lectinas estan implicadas en los mecanismos de defensa de la planta contra
ataques de plagas (Vioque y col., 1999).

Las globulinas en cereales han sido muy estudiadas debido a su abundancia y a
sus propiedades nutricionales y funcionales (cuadro 6). En la semillas de
diferentes variedades de Agave constituyen del 20-36.5% y se observaron en
condiciones desnaturalizantes bandas con pesos moleculares entre 42-14 kDa.

Las prolaminas y gluteninas son proteinas de reserva restringidas a las semillas
de una familia de plantas, la Gramineae, la cual incluye a los cereales, en semillas
de Agave; las prolaminas fueron la fraccidbn minoritaria constituyendo 9- 3% de
las proteinas totales, presentando en condiciones desnaturalizante cuatro bandas
menores de 140 kDa, las cuales de acuerdo a la clasificacion de las prolaminas de
los cereales corresponderian a las prolaminas de bajo peso molecular. Los pesos
moleculares de las prolaminas de maiz, trigo y centeno varian entre 30 y 90 kDa.
Las prolaminas de bajo peso molecular presentan gran cantidad de glutamina y
prolina, mientras que las de alto peso molecular (60-90 kDa) son ricas en
glutamina y glicina pero pobres en prolina (Shewry y tatham, 1990; Shewery y col.,
1994).

La obtencion de varias bandas en los geles es de acuerdo a que las proteinas se
separaran aproximadamente de acuerdo a su tamafio (y por tanto, su peso
molecular); con respecto al caso de las glutelinas (fig. 15) no se observan bandas
gue marguen los pesos moleculares, puede ser debido a que en realidad no hay
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una concentracion de proteinas igual que las demas aunque se realizaron
calculos previos para obtener la misma cantidad de proteina; por eso se
recomienda hacer una tincién en plata a las glutelinas porque ahi nos detecta
nano gramos de proteinas presente.

Las glutelinas al igual que las prolaminas constituyen una fraccion minoritaria en
las semillas de Agave representando de 10-6% y en condiciones
desnaturalizantes en variedad de agave (blanco) presentaron bandas entre 40-
14kDa.(Anexo B)

Después de la extraccion secuencial por el método de Osborne la harina residual
(residuo) contenia de 50-20% del total de proteina, esto pudo ser debido a que las
proteinas de las semillas de Agave formen complejos con los lipidos y hace que
no se extraigan las proteinas por completo en las diferentes disoluciones.

Cuadro .6. Diferentes proteinas de granos de cereales
(% de la proteina total)

Cereal Margenes  Albiminas Globulinas Prolaminas Residuoy
de proteina glutelinas
(% p.s.)

Trigo:
HRS 10-15 510 510 40-50 30-40
Durum 12-16 10-15 5-10 40-50 3040
Cebada 10-16 3-4 10-20 35-45 3545
Avena 8-20 510 50-60 10-15 5
Centenc 9-14 20-30 5-10 20-30 3040
Triticale 12-18 20-30 5-10 20-30 3040
Arraz 8-10 2-5 2-8 1-5 85-90
Malz 7-13 2-10 10-20 50-55 3045
Sorga 10-19 1-8 2-9 32-59 19-37
Mije (perla) 9-16 15 g 21-38 24-37

“Fuentes: Virupaksha and Sastry (1968), para el sorgo; Sawhney and Maik (1969), par
el mijo: Simmonds (1978), para ofros cereales.
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Figura 15. Patron electroforético de las proteinas de reserva de la semilla de Agave (Xamini) con
gel desnaturalizante (SDS). M, marcador de peso molecular; S, semilla; A, albuminas; G,
globulinas; P, prolaminas y Gt, glutelinas

Tabla.2. Pesos moleculares por cada banda obtenida en cada proteina y en semilla Xamini

SEMILLA | ALBUMINAS | GLOBULINAS | PROLAMINAS | GLUTELINAS
PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa)
226 150 171 102
82 91 73 39
65 35 39
52
41
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Figura. 16. Patron electroforético de las proteinas de reserva de la semilla de Agave (manso) con

gel desnaturalizante (SDS).

globulinas; P, prolaminas y Gt, glutelinas

M, marcador de peso molecular; S, semilla; A, albuminas; G,

Tabla 3. Pesos moleculares por cada banda obtenida en cada proteina y en semilla Manso

SEMILLA | ALBUMINAS | GLOBULINAS | PROLAMINAS | GLUTELINAS
PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa)
216 145 160 98
80 89 70 39
64 34 39
50
42
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Figura.17. Patrén electroforético de las proteinas de reserva de la semilla de Agave (blanco) con

gel desnaturalizante (SDS).

globulinas; P, prolaminas y Gt, glutelinas

M, marcador de peso molecular; S, semilla; A, albuminas; G,

Tabla 4. Pesos moleculares por cada banda obtenida en cada proteina y en semilla blanco

SEMILLA ALBUMINAS GLOBULINAS PROLAMINAS GLUTELINAS
PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa)

228 60 42 149 42
177 52 38 93 14
113 42 35 35
88 31 14 13
73 15
60
49

Humedad

Cuadro. 6. Determinacién de humedad de cada una de las variedades de Agave

SEMILLA

XAMINI

MANSO

BLANCO

% HUMEDAD
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CONCLUSIONES

+ Las proteinas de reserva de las semillas de Agave (Xamini, Manso vy

Blanco) fueron fraccionadas con base en el criterio de solubilidad utilizando
el método de Osborne modificado por Bernardino-Nicanor et al. (2001). Las
fracciones principales fueron albiminas y globulinas, seguido por
prolaminas y gluteninas se concluye que el método modificado de Osborne
para la separacion de las fracciones presenta mejores rendimientos en
estas proteinas.

Se caracterizaron electroforéticamente las proteinas fraccionadas de las
semillas de Agave Salmiana var. xamini, Agave salmiana var. Salmiana
(manso) y Agave atrovirens (blanco).

Se determinaron los pesos moleculares de cada una de las proteinas de
las semillas de Agave Salmiana var. xamini, Agave salmiana var. Salmiana
(manso) y Agave atrovirens (blanco).

Debido al alto contenido de albuminas y globulinas de las semillas de
Agave pueden compararse con las proteinas de las leguminosas

Hay prolaminas, que aun son insolubles en soluciones alcohdlicas, y estan
relacionadas por su estructura..

RECOMENDACIONES

+ Al realizar el fraccionamiento de las proteinas por el método Osborne

modificado; no fue necesario tener una muestra desengrasada debido a
que contiene muy poca cantidad de grasa debido a trabajos previos
realizados por Dra. Aurea Bernardino realizada en el ITC, 2011. En la
determinacion de proteinas por el método Kjeldahl se recomienda la que
cantidad de muestra de las prolaminas se deje evaporar para asi después
adicionarle el acido sulfarico y el catalizador; y asi mismo evitar que la
muestra se proyecte en el tubo recolector de vapores para obtener una
buena digestién.

Para obtener los pesos moleculares de las glutelinas se recomienda hacer
una electroforesis en tincion con plata ya que nos permite visualizar
proteinas muy separadas.
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ANEXOS
Anexo A.

<+ Catalizador

Mezclar 2.5 a 4 g de sulfato de sodio o potasio y de 0.1 a 0.3 g de sulfato de
cobre. Homogeneizar perfectamente.

%+ Indicador de Wesselow

Mezclar 0.8 g de rojo de metilo al 0.2% en 500 mL etanol con 0.2 g de azul de
metileno al 0.1% en agua.

Anexo B.

Grafico de curva tipo para la determinacion de pesos moleculares de cada
variedad de Agave.

Agave Salmiana Variedad Xamini

PM S ORE M
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Agave Atrovirens Variedad Blanco

Grafico de curva tipo para la determinacion de pesos moleculares de cada
variedad de Agave.
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Anexo C

Figura.16. Semillas de Agave A) Xamini B) Manso C) Blanco

4)

Figura.17. Semillas y harinas de Agave A) Xamini, B) Manso y C) Blanco
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