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Resumen

La necesidad de sustituir los antibiéticos como aditivos promotores del crecimiento en
la alimentacién animal por los efectos indeseables que provocan en la salud, propicio el
desarrollo de aditivos seguros e inocuos como los prebio6ticos. En este sentido, se
desarrollé una secuencia experimental con el objetivo de obtener fructanos a partir de
diferentes especies del género Agave, su caracterizacion estructural y evaluacion in
vitro e in vivo como prebiético. Como resultados se obtuvo que en las diferentes plantas
del género Agave: A. tequilana, A. angustifolia, A potatorium (México) y A. fourcroydes
(Cuba) existe alta acumulacion de fructanos en los tallos con valores superiores al 60%
del peso total. Las estructuras quimicas de estos compuestos se identificaron con el
empleo de diferentes técnicas cromatograficas, estan constituidos por una mezcla
polidispersa de fructanos, con presencia de enlaces B (2-1), B (2-6), asi como
ramificaciones y unidades fructosil en la posicion 6 de la glucosa, a partir de este
andlisis se proponen nuevas estructuras denominadas agavinas, las cuales se
registraron. Ademas, la evaluacion in vitro, demostré que constituyen un buen sustrato
como fuente energética de bacterias beneficiosas como Lactobacillus spp y
Bifidobacterium spp, con un incremento de su actividad fermentativa, 1o que es
importante para la eubiosis del ecosistema microbiano intestinal. La respuesta
prebidtica quedd demostrada en la evaluacion de los fructanos de Agave en diferentes
especies de animales como: ratones, pollos de ceba, cerdos y tilapias, al tener efectos
beneficiosos en la absorcion mineral, disminucion de los niveles de glucosa y colesterol
en sangre, estimulacion del sistema inmune y de la actividad fermentativa. También se
comprobé que mejor6 el estado de salud e incrementd algunos indicadores
productivos. Los resultados constituyen un importante aporte al conocimiento en la
obtenciéon de aditivos prebidticos, marcan pautas en el establecimiento de la
metodologia de extraccidn, la caracterizacion estructural y evaluacion de su actividad,
lo que respalda su empleo en la alimentacién animal en los sistemas productivos
actuales. La informacion se divulgé en 14 publicaciones cientificas periddicas, tres
capitulos de libros, tres tesis de doctorado, 35 memorias de eventos cientificos
nacionales e internacionales, dos patentes y dos registros.



Comunicacién Corta

La necesidad de sustituir los antibiéticos como aditivos promotores del crecimiento en
la alimentacion animal por los efectos indeseables que provocan en la salud, propici6 el
desarrollo de aditivos seguros e inocuos como los prebidticos. Estos compuestos se
definen como ingredientes alimenticios que son fermentados selectivamente por la
biota beneficiosa intestinal y modifican su composicién y actividad metabdlica de
manera que mejoran la salud del hospedero (Gibson et al. 2004).

Las plantas del género Agave sintetizan y almacenan fructanos en sus tallos, por lo que
podrian constituir una nueva fuente de materia prima para la obtencién de productos
prebidticos, teniendo en cuenta que la literatura cientifica sugiere que las futuras
investigaciones en este campo, deben estar encaminadas a buscar nuevos
compuestos (Gonzalez-Herrera et al. 2015). En México existen diferentes especies del
género Agave, que no se han estudiado con este fin; en Cuba el Agave que mas se
cultiva es el Agave fourcroydes, con el objetivo de obtener fibra de sus hojas, quedando
los tallos en el campo como desecho de la agroindustria que no son aprovechados. En
este sentido, investigadores de diferentes instituciones aunaron sus esfuerzos para
presentar la siguiente propuesta que exponen los resultados de varios proyectos de
investigacion pertenecientes al Programa Nacional de Biotecnologia Agropecuaria del
CITMA (Cuba), Proyectos del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia (México), asi
como de varias becas de formacion profesional e intercambio académico.

El objetivo de la presente propuesta fue obtener fructanos a partir de diferentes
especies del género Agave, su caracterizacion estructural y evaluacién in vitro e in vivo
como prebidtico. Para ello, el trabajo se dividié en tres estudios: 1) Obtencion de
fructanos a partir de diferentes especies de Agave y caracterizacion quimica de sus
estructuras; 1l) Evaluacién de los fructanos de Agave spp en la capacidad de
crecimiento y fermentacién de Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp en condiciones
in vitro; Ill) Evaluacién de la respuesta biologica tipo prebidtica de los fructanos de
Agave spp. Los resultados de estos estudios formaron parte de tres tesis de doctorado
y se divulgaron en 14 publicaciones periédicas, 7 no periddicas, un plegable, 35
participaciones en eventos de caracter nacional e internacional, tres capitulos de libros.

Se obtuvo dos patentes y dos registros. En estos materiales se evidencié la importancia
de las investigaciones cientificas que se desarrollaron, al identificar nuevas estructuras
en los Agaves con actividad prebiética que incrementan la actividad fermentativa de
bacterias beneficiosas del tracto gastrointestinal y ejercer efectos positivos en la
fisiologia, salud y comportamiento productivo de los animales.

Principales Resultados
1. Obtenciéon de fructanos a partir de diferentes especies de Agave y
caracterizacion quimica de sus estructuras.

A partir de tallos de diferentes plantas del género Agave: A. tequilana, A. angustifolia, A
potatorium (procedentes de distintas regiones de México) y A. fourcroydes (procedente
de Cuba), se realizaron cuatro experimentos donde se cuantifico el contenido de



carbohidratros presentes en los tallos de Agave mediante técnicas espectofotométricas
y para la caracterizacion estructural de los fructanos se emplearon técnicas
cromatograficas. Los resultados mostraron que en las diferentes especies de Agave
existe alta acumulacién de fructanos en el tallo, con valores superiores al 60%
(Mancilla-Margalle 2006 y Garcia-Curbelo et al. 2009). Por lo que, constituyen una
buena fuente de materias primas para obtener aditivos prebidticos y permitir4
diversificar las producciones a partir de estos cultivos.

El andlisis de las estructuras quimicas de los fructanos de Agave evidencié su
complejidad estructural (L6pez et al. 2003 y Garcia-Curbelo et al. 2015a). Estan
constituidos por una mezcla polidispersa de fructanos, con presencia de enlaces 3 (2-
1), B (2-6), asi como ramificaciones y unidades fructosil en la posicién 6 de la glucosa,
a partir de este analisis se proponen nuevas estructuras denominadas agavinas (MX
PA/a/2004/011739, Garcia-Curbelo et al. 2015b), estas caracteristicas le confieren
diferencias con respecto a las inulinas que son los productos que se comercializan
actualmente en el mercado internacional. También, se evidencid la heterogeneidad
estructural de los fructanos en las plantas en estudio, lo que estéa relacionado con las
caracteristicas de la especie, la variedad y las condiciones geograficas en que se
desarrollan, siendo los Agave spp de México de alto grado de polimerizacion y el A.
fourcroydes de Cuba de bajo grado de polimerizacion. Las caracteristicas estructurales
de los fructanos de Agave revisten gran importancia para su valoracion como candidato
prebidtico. A partir de estos resultados, se continuaron estudios in vitro con todos los
fructanos de Agave spp.

2. Evaluacion de los fructanos de Agave spp en la capacidad de crecimiento y
fermentacién de Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp en condiciones in vitro.

Se realizaron dos experimentos in vitro con cepas de Lactobacillus spp vy
Bifidobacterium spp obtenidas del American Type Culture Collections (ATCC) para
evaluar su crecimiento y capacidad de fermentacion al utilizar los fructanos de Agave
spp como fuente energética. Los resultados indican que en los medios con fructanos de
Agave spp como fuente de carbono todas las cepas evaluadas crecieron, en la mayoria
de los casos el crecimiento fue superior a la de prebidticos comerciales tipo inulina, por
lo que constituye una buena fuente energética (Urias-Silva y Lopez 2009; Santiago-
Garcia y Lépez 2009 y Garcia-Curbelo et al. 2012). También se logré mayor
disminucién de los valores de pH, como consecuencia de la produccion de acidos
organicos por las bacterias estudiadas, lo que indica incremento de la actividad
fermentativa. Las proporciones de &cidos generados dependieron del sustrato utilizado
por las diferentes bacterias. A partir de estas consideraciones, se realizo la evaluacion
in vivo de su actividad prebidtica.

3. Evaluacion de la respuesta bioldgica tipo prebidtica de los fructanos de Agave
spp.

Para determinar la respuesta tipo prebidtica de los fructanos de Agaves spp, se
realizaron siete experimentos en diferentes modelos animales: ratones, pollo de ceba,



cerdos y tilapia. Los experimentos con ratones se realizaron en bioterios de
CINVESTAV-México y Charles River (Bélgica), con pollos de ceba y cerdos en
crecimiento en las unidades experimentales del Instituto de Ciencia Animal (Cuba) y
con tilapia en la Empresa de Desarrollo de Tecnologias Acuicolas (Cuba).

Para desarrollar las investigaciones en ratones (Mus musculus) se realizaron 4
experimentos y se emplearon las lineas C57BI/6J y C57BL/6N sexadas, a los que se
les administraron dieta estandar (5053 y A04) y se sustituyd el 10% del alimento por
fructanos de Agave spp e inulinas comerciales.

Experimento 1. Efecto prebiodtico con fructanos de Agave tequilana (Urias-Silva et al.
2008)

Con la inclusién de fructanos de A. tequilana en la dieta se disminuyd con respecto al
grupo control: el peso vivo y el consumo de alimento. También, se encontré incremento
en sangre del péptido tipo incretinas que intervienen en el metabolismo de la glucosa y
lipidico (GLP-1) lo que se relacion6 con la disminucion de glucosa y colesterol en
suero. Se establecen relaciones de la accién prebidtica con diferentes funciones del
metabolismo de la glucosa vy lipidico.

Experimento 2. Agavinas de A. angustifolia y A potatorum (Santiago-Garcia y Lépez
2014)

En los grupos que consumian fructanos el comportamiento en el consumo y el peso del
cuerpo fue similar al experimento anterior. En los indicadores estudiados del
metabolismo lipidico hubo disminucion de triglicéridos y aunque los niveles de
colesterol se mantuvieron igual, si varié la composicion de las lipoproteinas que lo
transportan, se incremento las HDL (colesterol-bueno) y disminuy6 las LDL (colesterol-
malo). Solo los fructanos de A. potatorum tuvieron accion en hormonas relacionadas
con la saciedad en intestino y vena porta (aumento de GLP-1 y disminucion de
Grelina), esto se relacion6 con el incremento de la concentraciéon de acido butirico
producto de la fermentacion coldnica.

Experimento 3. Fructanos de A. tequilana en el metabolismo mineral (Garcia-Vieyra
et al. 2014)

Con la administracién de fructanos de A. tequilana en la dieta con respecto al grupo
control, se obtuvo incrementos en la concentracion de calcio y no influydé en la
concentracion de magnesio en sangre. Sin embargo, los analisis en hueso (fémur y
columna vertebral) mostraron incrementos en la concentracion de ambos minerales,
también aumento la concentracion de osteocalcina en suero que es un marcador de la
formacion del hueso. Los estudios con microscopia electrénica mostraron que en los
tratamientos con fructanos se disminuye el desgaste en hueso y se mejora su
estructura 6sea.

Experimento 4. Accion prebibtica con fructanos de Agave fourcroydes en ratones
(Garcia-Curbelo et al. 2015c)

En los grupos que consumian fructanos de A. fourcroydes en la dieta con respecto al
control, no se obtuvo diferencias en el consumo y el peso del cuerpo. Se observaron



incrementos de indicadores fermentativos en ciego, el peso relativo del intestino
grueso, bazo y timo y una disminucién de la concentracion de glucosa en sangre.
También se obtuvo efectos en la absorcion mineral y el metabolismo lipidico al lograr
incrementos en la concentracion de calcio y magnesio en fémur y disminucién de
colesterol y triglicéridos en sangre.

Experimento 5. Fructanos de Agave fourcroydes en cerdos. en la etapa de crecimiento
(Garcia-Curbelo et al. 2015d y Ayala et al. 2015).

Se emplearon 120 animales de la raza YL x L35, distribuidos segun disefio de bloques
al azar en tres tratamientos y ocho réplicas cada uno. Los tratamientos fueron: control
(dieta estandar maiz-soya) y adicion de (0.25 y 0.5)%. de fructanos de Agave
fourcroydes a la dieta estandar. Como principales resultados se obtuvo con el empleo
de fructanos, efecto en indicadores fisiolégicos relacionados con el incremento del peso
relativo del colon y 6rganos relacionados con la respuesta inmune (bazo y timo).
También aumentd la actividad fermentativa en colon y disminuyeron los niveles de
colesterol en suero. Se encontraron incrementos en el nimero de pulmones sanos en
el tratamiento con 0.50% de adicién de fructanos de Agave fourcroydes en la dieta.

Experimento 6. Fructanos de Agave fourcroydes en pollos de ceba. (Garcia-Curbelo
et al. 2015e y Hernandez et al. 2015)

Se utilizaron 525 animales mixtos de reproductora EB34 distribuidos en un disefio
completamente aleatorizado en tres tratamientos: control (dieta estandar maiz-soya),
adicion de (0.25 y 0.5)%. de fructanos de Agave fourcroydes a la dieta estandar. Como
principales resultados se obtuvo, con el empleo de fructanos, estimulacién de la
actividad fermentativa en ciego y el depdsito de grasa abdominal. Solo con el
tratamiento 0.50% se observé estimulacion de la respuesta inmune con incremento del
peso relativo de la bolsa de Fabricio, o que estuvo relacionado con el aumento de los
titulos de anticuerpos para la vacuna de Newcastle e incremento del peso vivo.

Experimento 7. Fructanos de Agave fourcroydes en tilapia (Garcia-Curbelo et al.
2015f)

Se utilizaron 360 alevines de tilapia nilética GIFF de 0.14+0.01 g de peso medio,
distribuidas en tres tratamientos: control (concentrado comercial) y la adicién de (0.25y
0.50)% de fructanos de Agave fourcroydes al concentrado. Se obtuvo en los grupos
con fructanos incrementd de la supervivencia animal por encima del 90%, asi como
mayor ganancia de biomasa (g), con mejor conversion de alimento. Lo que permitié que
los animales se incorporaran a su etapa de desarrollo-ceba con mejores indicadores
productivos.

Los resultados presentados en este trabajo permitieron demostrar la actividad
prebidtica de los fructanos de diferentes especies de Agave, al presentar
caracteristicas estructurales que permiten que no puedan ser hidrolizados, ni
absorbidos en las partes altas del tracto gastrointestinal, pudiendo llegar al intestino
grueso, sitio donde constituyen la fuente energética de microorganismos beneficiosos
como lactobacilos y bifidobacterias, aspecto este que quedé demostrado en los
estudios in vitro. Los estudios in vivo en ratones, cerdos, pollos de ceba vy tilapia,
confirmaron la respuesta bioldgica tipo prebiédtica de los fructanos de Agave spp, lo que



respalda su empleo como aditivo en la alimentacién animal. Ademas, abre un camino
en futuras investigaciones para tratar enfermedades en humanos como la diabetes,
osteoporosis, alteraciones del metabolismo lipidico e inmune.
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Novedades cientificas que se derivan del trabajo



. Se hallaron nuevas estructuras quimicas denominadas agavinas que se identificaron a partir

de fructanos contenidos en los tallos de distintas especies de Agave, con caracteristicas
diferentes a los productos que se comercializan actualmente en el mercado internacional.

. Se evaluaron, por primera vez, los fructanos obtenidos de Agave spp en la capacidad de

crecimiento y fermentacion de Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp en condiciones in
vitro, constituyendo una buena fuente energética para bacterias beneficiosas del tracto
gastrointestinal, con resultados superiores a los prebitticos comerciales tipo inulina.

. Se reporta y dispone de fructanos de Agave spp con efecto prebiético a través de mejoras

en indicadores fermentativos, morfométricos, inmunoldgicos y metabdlicos en ratones,
cerdos en crecimiento, pollos de ceba vy tilapia para su empleo como aditivo en la producion
animal.

Aportes cientificos e importancia del trabajo

1.

2.

Se cuenta con fructanos de A. tequilana, A. angustifolia, A potatorium (procedentes de
distintas regiones de Meéxico) y A. fourcroydes (Cuba), diferentes a los prebibticos
comerciales.

Se dan a conocer elementos tedricos y practicos de la obtencion, caracterizacion estructural
y evaluacién biolégica de los fructanos de Agave spp, aspectos que serian de interés
incorporar en la formacién de pregrado y postgrado, ademads, constituye un importante
material de consulta para los especialistas del tema y sirve de referencia en futuras
investigaciones desarrolladas en este campo.

Los fructanos de Agave spp se pueden utilizar como aditivo nutracéutico en la nutricién
animal, lo que contribuira a la reduccion de la importacion de medicamentos y aditivos.

Los resultados permiten diversificar las producciones de las plantaciones de Agave, logrando
dar valor agregado a los cultivos; en el caso de A. fourcroydes el tallo constituye un desecho
de la agroindustria, por lo que, permite disponer adecuadamente de un contaminante
ambiental hacia objetivos econémicos, al brindar la posibilidad de utilizarlo en la obtencién
de aditivos prebibticos.





