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Presentacion de la obra:

Para un mejor manejo de la informacidén, este trabajo se presenta
estructurado en tres secciones, la primera de ellas corresponde a los
antecedentes generales del maguey y de los fructanos que son la parte
fundamental de las dos secciones siguientes, la secciéon dos, se refiere a la
evaluacion de fructanos en un experimento in vitro, por ultimo, la seccién

tres es el estudio de los fructanos sobre el metabolismo energético de ratas

obesas y diabéticas.
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1.0 Introduccion general

El maguey es originario del continente americano, esta considerado como
una de las especies vegetales mas importantes de zonas aridas y semiaridas
debido a la variedad de usos que se le atribuyen, en un principio, cuando los
recolectores del altiplano observaron que por encima de la vegetacion sobresalia
el quiote durante la floracidon y que esas magueyeras eran visitadas por animales
consumidores de néctar, Mylie K. Walton (1977, en Aguirre et al., 2001) supone
gue estos grupos de gente comenzaron a cortarlos y a consumirlos. Aguirre et al.
(2001) intuyen que los primeros pobladores cortaban el quiote, lo pelaban y lo
comian crudo “chupado” porque el jugo no contenia saponinas. Posteriormente,
observaron que si era asado, resultaba mas dulce y nutritivo. Después se fueron
descubriendo mas formas de aprovechamiento, asi que, desde antes de la llegada
de los espafioles ya se tenia un amplio conocimiento de sus usos.

El maguey para enfrentar la escasez del agua produce carbohidratos de
reserva conocidos como fructanos, que son sintetizados principalmente cuando la
planta sufre estrés por frio. La sintesis se lleva a cabo cuando existe un exceso de
sacarosa en las vacuolas, en la que interviene la enzima B-fructofuranosidasa. Su
estructura quimica consiste en unidades de fructosa unidas a por enlaces B(2—1)
y/o B(2—6), generalmente presentan en su estructura una fraccion de glucosa
interna o terminal. Se clasifican dependiendo de las unidades estructurales que
conforman la molécula en: inulina, levanos, graminanos, inulina neoserie, levano
neoserie y agavinas, esta Ultima sintetizada por especies del género Agave

(Mancilla-Margalli y Lopez, 2006).

Los fructanos usados en la industria alimentaria son extraidos de las raices
tuberizadas de Helianthus tuberosus, Cichorium intybus, Allium cepa, entre otras.
Se extraen por difusion en agua caliente, refinacion, purificacion, evaporacion y
secado por aspersion (Madrigal y Sangronis, 2007). Los fructanos estimulan el
crecimiento selectivo de Bifidobacterias y Lactobacilos en el colon, por lo cual se
consideran ingredientes alimenticios no digeribles que benefician a un hospedero

(Gibson et al., 2004). Por consiguiente, se han buscado estrategias para promover



el crecimiento de estas bacterias, ya que como ingrediente de alimentos cumplen
funciones como espesantes, sustitutos de azlcares, sustituto de grasas,
emulsificantes etc., que al mezclarlos con alimentos mejoran la palatabilidad y
cuerpo de los productos (Frank, 2002).

Los productos que contienen fructanos al ser consumidos, son fermentados
en el tracto gastrointestinal por la flora bacteriana benéfica, que generan &cidos
grasos de cadena corta (AGCC) en el colon, siendo los principales acetato,
butirato, lactato y gases como producto del metabolismo anaerobio, los AGCC han
demostrado tener efecto en la regulacion de los niveles de glucosa en sangre,
elevar la concentracion de glucagon similar al péptido-1 (GLP-1), estimular la
saciedad, mejorar el perfil lipidico en sangre, incrementar la concentracion de
insulina, asi como, la neogénesis de células B en el pancreas (Delzenne, 2005).
Por lo cual, el objetivo general de esta investigacion fue, comparar el efecto de
fructanos obtenidos de Agave angustifolia var tequilana, C.intybus y Helianthus
tuberosus sobre cultivos in vitro de Lactobacillus acidophilus, L. casei y
Bifidobacterium animalis lactis. Ademas, evaluar el efecto sobre el metabolismo de

lipidos y carbohidratos.



1.1 Maguey

Algunos boténicos y arqueélogos coinciden en afirmar que el centro de
origen y dispersion del género Agave (Agavacea) es Mesoamérica (Batanero, et
al., 1988), ya que existen en esta region en estado silvestre, de formas menos
evolucionadas (primitivos) y ahi se encuentra el mayor nimero de variedades. En
general, los magueyes presentan rizomas subterraneos, tallos cortos o grandes,
casi siempre arborescentes; hojas generalmente angostas, gruesas y carnosas,
surgiendo del tallo y terminan en una espina fuerte y oscura. Sus inflorescencias
son paniculadas, con flores hermafroditas y sus frutos son capsulas o bayas que
contienen numerosas semillas comprimidas, se consideran rosetas perennes
monocarpicas (Batanero, et al., 1988). Se distribuyen desde la parte Suroeste de
los Estados Unidos (40° latitud norte) hasta Venezuela (6° de la misma latitud),
siendo su mayor diversidad y riqueza en el territorio mexicano. Este género
comprende alrededor de 200 especies de las cuales el 75% se distribuye en
México. Los magueyes son abundantes en matorrales xerofilos, chaparrales,
bosques estacionalmente secos de Pinus-Quercus y bosques tropicales deciduos,

pero hay especies en casi cualquier bioma (Garcia-Mendoza, 2002).

1.1.1 Importancia del maguey

El maguey es una de las plantas mas importantes en México desde los
puntos de vista cultural y de aprovechamiento. Existen registros arqueoldgicos que
documentan su uso como fuente de alimento y fibra desde hace 10,000 afios.
Hernan Cortés, en la segunda de sus cartas al emperador Carlos V, relatando lo
que vio en el mercado de Tlatelolco, dice: “Venden miel de abeja y cera y miel de
cafias de maiz, que son tan melosas y dulces como las de azucar; y miel de unas
plantas que llaman en las otras y éstas, maguey, que es mucho mejor que arrope;
y de estas hacen azucar y vino, que asimismo venden.” (Segura, 1901)

La importancia que los pueblos indigenas le otorgaban al maguey antes de
la conquista, se debia a los diferentes productos y sus aplicaciones, como en el

caso del aguamiel que ademas de tener aportes nutricionales, posee propiedades



medicinales en la regulacion del nivel de glucosa en la sangre. El pulque o vino
nacional (en nahuatl; octli), al igual que al aguamiel, se le atribuyen propiedades
terapéuticas como excelente diurético y eficaz contra ciertas enfermedades
intestinales. Las hojas se usaban para fabricar papel, asi como un tejido
impenetrable para la confeccion de vestidos ordinarios y ayates. De sus fibras
rigidas se saca un hilo con el que se hacen sogas muy tupidas. La planta en su
totalidad se sigue usando como valla o cerco vivo en los campos, con el tronco o
escapo floral para reforzar las vigas de los techos de las casas y con las hojas
cubren el techo de las mismas como tejas. Las espinas de la punta de la penca
eran usadas como agujas y alfileres (Goncalves, 1978). Hoy en dia, los magueyes
siguen siendo un recurso importante en muchas areas rurales de México como
material de construccién, combustible, medicina tradicional, fibras, ornato, forraje,
alimento (gusano blanco y rojo, jarabe) y bebidas fermentadas como el pulque y
destiladas como los mezcales, incluyendo el tequila (Figura 1) (Garcia-Mendoza
1998). Varias especies de este género son la base de la importante industria

nacional del tequila, tanto para el consumo interno como para exportacion.

Figura 1. Usos relevantes del maguey: a) aguamiel, b) gusanos, c)mezcal, d) dulce, quiote para
golosina, e) construccion, tejas, f) pulque, g) ornato, h) confeccion de telas y ayates (Garcia-
Mendoza, 1998)

Por ultimo, los plantios de maguey, sirven para formar terrazas en las laderas de
los montes y asi protegerlos de la erosién y la desertizacién (Batanero et al.,1988).


http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema12/images12/Agave.JPG

1.1.2 Metabolismo Acido de las Crasulaceas

A medida que nos desplazamos hacia regiones mas secas, podemos
observar que las plantas poseen adaptaciones para enfrentar la escasez de agua.
Las plantas de las zonas aridas o semiaridas, almacenan la mayor parte de sus
productos resultantes de la fotosintesis en las raices, por lo que requieren de un
sistema radicular extenso, tanto para alcanzar agua como para absorber la
maxima cantidad del vital liquido cuando llueve. El angulo de inclinacién de las
hojas respecto al sol influye en la absorcion de calor por parte de la planta, cuando
el agua es escasa, las especies vegetales orientan la superficie de sus hojas en
forma paralela a los rayos del sol. Con esta disposicion, la temperatura foliar y la
tasa de transpiracion se reducen. La manera de subsistir de plantas del desierto a
elementos del clima extremo, es usando la via de la fotosintesis Metabolismo
Acido de las Crasulaceas (MAC) o CAM (por sus siglas en inglés Crassulacean
Acid Metabolism), en la cual, la captacién de energia luminosa y la transformacion
de bioxido de carbono (CO;) en azlcares simples se producen en las células
mesofilas. El ciclo se divide en dos fases: nocturna y diurna. Durante la nocturna,
los estomas se abren para llevar a cabo el intercambio gaseoso de CO,, oxigeno
(O2) y vapor de agua (H20), el CO, del ambiente es difundido hacia el interior de
las células mesobfilas, donde con ayuda de la enzima carboxilasa del
fosfoenolpiruvato (PEP) el piruvato se carboxila y se transforma en el &cido de
cuatro carbonos oxalacetato, para posteriormente reducirse a otro acido de cuatro
carbonos; malato (Lehninger, 1982). En la fase diurna los estomas se cierran, el
malato es transportado a la célula de empalizada donde es descarboxilado por la
malato-deshidrogenasa NADP" y forma NADPH, piruvato y COz2, este Gltimo, por
medio de la enzima ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP o rubisco) y con ayuda de un
intermediario enediol se carboxilan y se hidratan para después fragmentarse y
tener como resultado dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3PG) donde cada
molécula se fosforila por el adenosin trifosfato (ATP) mediante una reaccion
catalizada por la fosfoglicerato quinasa, produciendo asi 1,3-bisfosfoglicerato (1,3-
DPG) el cual se reduce a la triosa gliceraldehido-3-fosfato (G3P). Asi, una

molécula de G3P puede isomerizarse a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a través



de la triosa fosfato isomerasa, una vez formada puede combinarse con G3P
mediante la accién de la enzima fructosa bisfosfato aldosa, para formar fructosa-
1,6-bisfosfato (FBP) el cual se desfosforila originando fructosa- 6-fosfato (F6P)
este se isomeriza en glucosa-6-fosfato (G6P) para dar como resultado final
glucosa-1-fosfato (G1P) que es el precursor de la formacion de oligosacéaridos y
polisacéaridos (Lehninger, 1982; Smith y Smith, 2001; Mathews et al., 2002).

1.2 Carbohidratos

Los carbohidratos desempefian una gran variedad de funciones en los
organismos vivos, son el principal combustible en algunos tejidos y o6rganos
animales como el cerebro, en la plantas forma parte estructural de hojas, tallos,
raices, flores y semillas, en éstas ultimas también se almacenan como sustancias
de reserva para la reproduccion de nuevos individuos. De hecho, el principal ciclo
energético de la biosfera depende en gran parte del metabolismo de los
carbohidratos (Smith y Smith 2001; Mathews et al., 2002).

Los carbohidratos reciben este nombre porque se representan con la
formula estequiométrica (CH20)n, esta denominacién se les asigné porque se
consideraban “carbonos hidratados”. Sin embrago, esta formula es demasiado
simple, ya que muchos carbohidratos estan modificados y algunos contienen
grupos amino, sulfato o fosfato. Los mas sencillos son moléculas monoméricas
pequefias denominados monosacéaridos, que comprenden los azucares simples
que contienen de tres a ocho atomos de carbono como la glucosa, fructosa, entre
otros. Cuando se unen de dos hasta 10 monosacaridos, se denominan
oligosacaridos como la lactosa, sacarosa, maltosa y oligofructosacéaridos. Los
polimeros mas grandes que contienen cadenas lineales o ramificaciones de
monosacaridos se denominan polisacaridos, se almacenan en las plantas en

forma de almidon, celulosa o fructanos (Mathews et al., 2002).



1.2.1 Polisacaridos

La mayoria de los glucidos encontrados en los seres vivos, se encuentran
como polisacaridos de elevado peso molecular. Formados por unidades de
monosacaridos de D-glucosa en la mayoria de los casos, pero también existen
polisacaridos constituidos de D-manosa, D-fructosa, D- y L-galactosa, D-xilosa y
D-arabinosa. Difieren los unos de los otros en la naturaleza de sus unidades de
monosacaridos repetidas, en la longitud de la cadena y en el grado de ramificacion
(Lehninger, 1982).

Sus funciones principales en los organismos vivos son como fuente
energética en plantas (almidon y fructanos) y en animales (glucdégeno); ademas
de constituir las paredes celulares vegetales (celulosa y hemicelulosa), en

bacterias, insectos y animales (quitina) (Mathews et al., 2002).

1.2.2 Carbohidratos de reserva

Los principales son la amilosa y la amilopectina, juntos constituyen el almidon en
las plantas y el glucogeno en células animales. El almidon se encuentra en casi
todos los tipos de células vegetales, y de manera abundante en semillas de
cereales, los tubérculos y las frutas no maduras. El glucégeno se deposita en el
higado, que actia como 6rgano central de almacenamiento de energia de los
animales. También se encuentra en el tejido muscular, en el que esta disponible

de manera inmediata para la generacion de energia.

La amilosa, la amilopectina y el glucégeno son polimeros de a-D-
glucopiranosa. Son homopolisacaridos de la clase denominada glucanos,
polimeros de glucosa. Solo se diferencian por la posicion de los enlaces entre los
residuos de glucosa y el grado de polimerizacion. La amilosa es un polimero lineal
que tiene enlaces a(1—4) entre los residuos de glucosa adyacentes. La
amilopectina y el glucégeno son ambos polimeros ramificados, puesto que
contienen ademas de los enlaces a(1—4) algunos enlaces a(1—6). En el

glucogeno, las ramificaciones son mas frecuentes y mas cortas que las que se



encuentran en la amilopectina, pero ambos son muy semejantes (Mathews et al.,
2002).

Ademés de estos, se encuentran los mananos, homopolisacaridos
constituidos por monomeros de manosa encontrados en bacterias, mohos,
levaduras y plantas superiores, los xilanos y los arabinanos también son

homopolisacaridos presentes en los tejidos vegetales (Lehninger, 1982).

Otro tipo de carbohidratos de reserva son los fructanos constituidos por
unidades de fructosa y una glucosa terminal o intermedia, pueden ser lineales o
ramificados, con diferente grado de polimerizacién (GP) de por lo menos 3

monomeros (Fleming et al., 1979).

1.2.2.1 Fructanos

Son fibras dietéticas, formadas por unidades fructosil unidos a través de
enlaces B(2—1) y/o B(2—6), generalmente presentan en su estructura una
fraccion de glucosa interna o terminal unida a una fructosa (Suzuki and Chatterton,
1996; Delaquis y Mazza, 1998). Su estructura puede ser lineal o ramificada segun
la complejidad (Wang et al., 1999). Se almacenan en grandes cantidades como
sustancias de reserva en las raices tuberizadas de algunas plantas faner6gamas y
en menor cantidad en hojas, tallos y semillas (Chatterton et al., 1993),
preferiblemente en las vacuolas, donde es posible que posean otras funciones
para la planta cuando se encuentra en estado de estrés causado por frio y

sequias (Utah State University, 2003).

En promedio, 36 000 especies vegetales contienen como carbohidratos de
reserva diversos tipos de fructanos, en algunas plantas el contenido puede llegar a
constituir hasta un 24% de la masa cruda (Utah State University, 2003). Las
principales familias vegetales que sintetizan fructanos como carbohidratos de
reserva son la Liliaceae, Amaryllidaceae, Graminae, Poaceae, Solanaceae,
Asteraceae y Agavaceae (Cuadro 1) (Marquina y Santos, 2003; Kaur & Gupta,
2002; Van Loo et al., 1995).



Cuadro 1. Contenido promedio de inulina en diferentes especies vegetales

Contenido sélidos Contenido

Fuente Parte vegetal base seca % de inulina %
Cebolla Bulbo 6-12 2-6
Achicoria de Jerusalén Tubérculo 19-25 14 -19
Achicoria Raiz 20-25 15-20
Puerro Bulbo 15 — 20* 3-10
Ajo Bulbo 40 — 45* 9-16
Alcachofa Corazén de 14 - 16 3-10
las hojas

Platano Fruta 24 — 26 0.3-0.7
Centeno Cereal 88 — 90 0.5-1*
Cebada Cereal ND 05-15
Diente de leén Hojas 50 — 55* 12 - 15*
Bardana Raiz 21-25 35-4
Camas Bulbo 31-50 12 - 22
Murnong Raiz 25-28 8-13
Yacon Raiz 13-31 3-19
Barba de cabra Raiz 4-11 4-11

(Van Loo et al., 1995)

La primera referencia de la presencia de fructanos en maguey fue hecha
por Sanchez Marroquin y Hope (1953), en la que realizaron un analisis de jugos
de maguey provenientes de secciones de tallos de algunas especies. Aunque los
autores solo refieren los nombres comunes, detectaron la presencia de fructanos a
los cuales llamaron inulina, ya que no se contaba con una descripcién estructural

de los tipos de fructanos que actualmente se conocen (Cuadro 2).

Cuadro 2. Contenido de inulina en diferentes especies de maguey, Resultados expresados en

porcentaje
Composicion del tallo de Agave spp.
Total
Fibra azucares Nitrégeno

Nombre comun H20 cruda Inulina reductores proteico Cenizas pH
Carpintero 70 11 154 1.03 0.021 3.9 5.5
Pata de mula 63 12 19.8 1.00 0.019 29 5.0
Bermejo 65 12.5 18.1 1.06 0.022 2.5 5.0
Azul 62 11.8 20.1 1.03 0.024 2.5 55
Zopilochino 70 12 14.3 1.03 0.023 2.7 4.5
Shuin 65 12.5 17.5 1.09 0.021 2.5 4.5
Chato 68 12.5 15.6 1.23 0.020 24 5.0
Azul 2 60 11 24.1 1.50 0.020 2.7 4.5

(Sanchez Marroquin, 1953) traducido del inglés.



Las principales fuentes comerciales de estas fibras dietéticas son la
achicoria (Cichorum intybus) y alcachofa de jerusalem (Helianthus tuberosus),
ambas utilizadas en nivel industrial (De Bruyn et al., 1992). Mancilla-Margalli y
Lépez (2006), demostraron la presencia de fructanos en especies de los géneros

Agave y Dasylirion (15 — 22%), y en platano (Musa sp) que (0.3 — 0.7%).

Otras fuentes productoras de fructanos aunque menos importantes para la
industria alimentaria son las de origen microbiano, como bacterias de los géneros
Bacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Erwinia, y Actinomyces (Hendry vy
Wallace, 1993). Se cree que producen polisacaridos extracelulares que por lo
general, son levanos con pesos moleculares que oscilan entre 10’ y 5x10’
Daltones (Da) y con GP mayores en dos o tres grados de magnitud en
comparacion con los fructanos de origen vegetal (Fuchs, 1987; Caims, 2002). Por
otra parte, fructanos de origen fingico presentan bajos GP que van de dos a
cuatro unidades de mondémeros, los principales microorganismos responsables de
la sintesis de fructanos son: Aureobasidium sp, Candida sp, Penicillium sp,
Fusarium sp, Aspergillus niger y ciertos bacilos que contengan la enzima

levanosucrasa y B-fructofuranosidasa (Utah State University, 2003).

1.2.2.2.1 Extracciéon de fructanos

La produccion industrial de fructanos como la inulina y sus derivados se
obtiene exclusivamente de la raiz de la achicoria y pataca (Franck, 2006). En la
Figura 2, se muestra un esquema de su produccién y de algunos de sus
derivados. Alternativamente, la oligofructosa se puede sintetizar a partir de la
sacarosa, la cual es sometida a transfructosilacion por acciéon de la enzima (-
fructofuranosidasa (Niness, 1991). Existen productos comerciales que son
mezclas entre inulina y oligofructosa, por ejemplo, Synergy 1le es una combinacién
de oligofructosa e inulina en una proporcion de 30:70 en peso, que le confiere

caracteristicas funcionales especificas (Roberfroid, 2005).
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Figura 2. Diagrama de extraccion industrial de fructanos (Madrigal y Sangronis, 2007)

También se han realizado estudios a menor escala para la extraccion de
fructanos (Fructooligosacaridos GP = 3.0 — 4.0) a partir de jugos de Agave
atrovirens Karw (Martinez y Morales, 2007), los jugos se clarifican antes de la
deshidratacion adicionandoles 0.7 g/L de Ca(OH), esta sal alcalina tiene dos
funciones importantes: 1) formar complejos con las sustancias albuminoideas y
gomosas para removerlas por decantacién y 2) elevar el pH a 7 para evitar la
hidrolisis de los fructanos y evitar reacciones de oscurecimiento después del
proceso de deshidratacion. El secado se realiza por aspersion (SPAGA9601) con
velocidad de flujo de 1.2 L/h y flujo volumétrico del aire de 0.02 m%/s, las
condiciones ambientales del secado donde se obtiene la mayor concentracion de
fructanos es 80° C, ya que se reduce la actividad enzimatica de inulinasa, debido
a la desnaturalizacion de la proteina de la cual esta formada la enzima, el pH de la

solucion se mantiene por arriba de 5 para evitar la hidrolisis de los fructanos.
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1.2.2.3 Biosintesis

La biosintesis se rige por mecanismos muy particulares y complejos segun
sea la fuente: vegetal, microbiana o fungica, en este caso, analizaremos la sintesis
vegetal (Utah State University, 2003). Como ya se menciond anteriormente,
cuando ocurre el proceso de fotosintesis se producen algunos azucares como la
sacarosa. Considerada como precursora de la sintesis de fructanos, este
disacarido se almacena en las vacuolas hasta que las concentraciones han
cubierto los requerimientos de la planta, cuando quedan excedentes de sacarosa,
intervienen  algunas enzimas denominadas [(-D-fructofuranosidasas o
fructosiltransfersasas que transfieren la fructosa de la sacarosa a la elongacién de
las cadenas poliméricas de fructanos (Longland, 2003; Yun, 2003; Vergauwemn et
al., 2003). La sintesis de fructanos esta regulada por la luz y por la cantidad de
almiddén en la célula (Figura 3). Por otro lado, algunas plantas como la achicoria
(C. intubus) y la alcachofa (Cynara scolymus) contienen diversas enzimas
complejas, necesarias para la sintesis de fructanos. Su actividad depende de la
concentracion del sustrato y de las enzimas: 1-fructosiltransferasa (1-SST), B-
fructan-1-fructosiltransferasa (1-FFT), 6G-fructosiltransferasa (6G-FFT) y 6-
fructosiltransferasa (6-SFT) (Vijn y Smeekens, 1999). En un principio, la 1-SST
hidroliza la sacarosa en glucosa y con la fructosa forma un oligofructésido, al cual
lo polimeriza hasta el tercer mondmero denominado trisacarido 1-cestosa,
inmediatamente después interviene la 1-FFT tomando de las demés moléculas de
sacarosa un residuo fructosil y lo transfiere al trisacarido para formar polimeros de
mayor peso molecular, y va liberando las moléculas de glucosa. Vijn y Smeekens
(1999), describieron que a partir de 1-cestosa y sacarosa, la enzima 6G-FFT
puede producir neocestosa y la enzima 6-SFT puede producir bifurcosa, productos
gue pueden ser polimerizados por la 1-FFT de la manera antes mencionada para
generar fructanos de estructura ramificada. Por Ultimo, si el Unico sustrato

disponible es la sacarosa la enzima 6-SFT puede generar levanos a partir de ella.
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Figura 3. Biosintesis de fructanos en las vacuolas (Vign y Smeekens, 1999) traducido del inglés

apoplast

1.2.2.4 Clasificacién

Depende en gran medida de los enlaces fructofuranosil y de la longitud de la
cadena, el cual varia desde tres hasta 70 unidades de fructosa y de la posicion de
la glucosa (Ritsema y Smeekens, 2003). En bacterias la estructura puede ser de
hasta de 10° unidades de fructosa (Schulbach y Sinh, 1941). Se han identificado
seis tipos diferentes de fructanos de acuerdo a las unidades estructurales que

conforman su molécula (Figura 4).

A) Inulina: son oligo/polimeros de D-fructosa unidas por enlaces p(2—1) con una
de D-glucosa en la terminal. Cuando su GP es entre 3 y 10 son referidas como
oligofructosa y aquellas que presentan un grado de polimerizacion entre 10 y
65 son inulina. Se encuentran presentes en plantas de la familia Asteracea
como por ejemplo en C. intybus (Kolida & Gibson, 2007). Franck y De
Leenheer (2004) describen la inulina como una mezcla de oligobmeros y

polimeros, su GP puede contener hasta 70 unidades de fructosa mas una
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B)

C)

D)

E)

glucosa terminal. Los fructanos son carbohidratos de reserva energética
presente en mas de 36,000 especies de plantas vasculares (Flickinger et al.,
2003). La inulina fue aislada por primera vez en 1804, a partir de Inula
helenium, por un cientifico aleman de apellido Rose. En 1818, Thomson,
cientifico britanico, le dio el nombre actual (Franck, 2006). La inulina extraida
de plantas por lo general contiene hasta un 10% de mono y disacaridos
(principalmente fructosa y sacarosa) ademas de una serie de oligosacaridos en
donde se incluyen los FOS los cuales constituyen hasta un 30% del total
(Niness, 1999).

Levanos: son producidos por monocotiledoneas, su estructura es lineal,
presentan uniones de glucosa y fructosa (2—6) o incluso p(2—1), el término
levano se le otorgd debido a la rotacion “levo”. Estos fructanos generalmente
son de cadenas relativamente cortas. Se encuentran en algunos pastos como
Dactylis glomerata (Suzuki and Chatterton, 1996).

Graminanos: presentan enlaces tanto 3(2—1) como B(2—6) fructofuranosil y
una molécula de glucosa terminal, sintetizados por algunas gramineas como
Hordeum vulgare y Triticum aestivum.

Inulina neoserie: son cadenas lineales de fructosa unidas mediante enlaces
B(2—1) en los carbonos 1 y 6 de la glucosa de una molécula de sacarosa;
encontradas principalmente Allium cepa (Aliacea) y Asparagus officinalis
(Liliaceae) (Suzuki y Chatterton, 1996; Mancilla-Margali y Lépez, 2006).

Tipo levano neoserie: son polimeros con enlaces tipo f(2—6) unidos a una

glucosa de una molécula sacarosa, aislados de Avena sativa.

F) Agavinas: presentan enlaces tanto f(2—1) como B(2—6) fructofuranosil y una

molécula de glucosa interna, sintetizados por varias especies de Agave (Vijn y
Smeekens, 1999; Van Laere y Van den Ende, 2002; Lépez et al., 2003).
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RESUMEN

Se evaluo el efecto prebidtico de los fructanos de Cichorium intybus, Helianthus
tuberosus y Agave angustifolia var. tequilana en concentraciones de 0.0, 7.0, 14.0
0 21.0 g/L (n = 5, tres réplicas) sobre el crecimiento de Lactobacillus acidophilus,
L. casei y Bifidobacterium lactis en medio MRS sin glucosa bajo condiciones de
esterilidad. Los parametros analizados fueron cambio del pH, aumento de la
densidad 6ptica a 600 nm (DOeggo) Y biomasa. Una vez inoculados los caldos de
fermentacién, se incubaron a 35° C durante 48 h, posteriormente se retiraron las
muestras de la incubadora y se realizaron las mediciones de los parametros
mencionados. El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo
factorial. EI microorganismo que presenté mayor crecimiento fue L. casei con las
tres fuentes de carbono en la concentracién de 21.0 gL, donde el mayor
descenso de pH fue de 3.67, incremento de la DOeoo de 0.963 y de biomasa de
0.0358 g. Por ultimo, los tratamientos que mayor efecto tuvieron sobre el
crecimiento de B. lactis, fueron los pertenecientes a A. angustifolia var. tequilana y
H. tuberosus, con resultados de pH de 5.41 y 4.91 respectivamente, DOggoo de
0.75 con fructanos de A. tequilana y biomasa de 0.0087 g con el tratamiento de H.

tuberosus.
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1.0 Introduccién

La flora microbiana intestinal de los humanos es un ecosistema rico en
microorganismos metabdlicamente activos, que juegan un papel importante en la
salud de su hospedero. De los cientos de especies de bacterias que colonizan el
intestino, los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus son considerados como
benéficos para la salud. Por consiguiente, se ha hecho una busqueda de diversas
fuentes de carbono para promover su crecimiento en el intestino (Rycroft et al.,
2001; Blaut, 2002). Una estrategia, ha sido el empleo de sustratos selectivos como
carbohidratos no digestibles en el tracto gastrointestinal, también conocidos como
prebidticos o ingredientes alimenticios no digeribles que al ser fermentados,
estimulan de manera benéfica al hospedero, promueven el crecimiento selectivo
y/o actividad de un nimero limitado de bacterias en el colon (Gibson y Roberfroid,
1995). Dentro de la industria de los prebioticos, destacan los fructanos, azucares
no reductores que contienen en su estructura unidades de fructosa mas una
glucosa terminal o intermedia. Los mas utilizados son los fructanos tipo inulina
(inulina de bajo grado de polimerizacion GP, < 10 y de alto GP =< 70),
transgalactooligosacaridos (TGO), lactulosa, entre otros como xilooligosacéridos
(XOS), galactooligosacaridos (GOS) e isomaltooligosacaridos (Van Loo et al.,
1999). Son ampliamente usados en la agroindustria por su aplicacibon como

sustituto de grasas y carbohidratos (Delaquis y Mazza, 1998).

Es importante mencionar que las bacterias de los géneros Bifidobacterium y
Lactobacillus son los unicos que producen la enzima [B-Fructofuranosidasa,
responsable de la fermentacién de fructanos generando acidos grasos de cadena
corta (SCFA por sus siglas en ingles, Short Chains Fatty Acids) como lactato,
butirato, acetato, propionato y gases producto del metabolismo anaerobio
(MacDonal et al.,, 1978; Ehrmann et al. 2003). En estudios in vitro, se ha
demostrado que los fructanos de C. intybus y H. tuberosus estimulan el
crecimiento bacteriano y la produccion de SCFA (Topping y Clifton, 2001). A
mediados del siglo pasado Sanchez-Marroquin y Hope (1953) encontraron la

presencia de polisacaridos denominados entonces como inulina en distintas
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especies de maguey. Recientemente, Mancilla-Margalli y Lépez, (2006)
demostraron la presencia de fructanos en A. tequilana, A. angustifolia, A.
potatorum, A. cantala, A. fourcroydes. Asi, el objetivo de este trabajo fue comparar
el efecto prebidtico in vitro de fructanos obtenidos de A. angustifolia var. tequilana,
C. intybus y H. tuberosus sobre cultivos de Lactobacillus acidophilus, L. casei y
Bifidobacterium lactis. Tomando como parametros de referencia el cambio del pH,

la densidad 6ptica a 600 nm y la biomasa.
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2.0 Antecedentes
2.1 Prebidticos

Los prebidticos son considerados ingredientes alimenticios no digeribles
gue afectan benéficamente a un hospedero y ademas estimulan el crecimiento y/o
actividad de un numero limitado de bacterias presentes en el colon (Gibson et al.,
2004).

El concepto de prebidtico surgid porque se observdé que inulina y
fructooligosacéaridos (FOS) estimulan el crecimiento selectivo de Bifidobacterium,
gue es considerado como benéfico para la salud humana (Gibson & Roberfroid,
1995; Gibson et al., 1995; Kruse et al., 1999).

Para que un ingrediente pueda ser considerado como prebidtico, debe
cumplir con tres criterios propuestos por Gibson y Roberfroid (1995):
1) Ser capaz de resistir la acidez gastrica, la hidrélisis de las enzimas digestivas y
la absorcidn gastrointestinal,
2) Ser fermentado por la flora intestinal especialmente por especies de
Bifidobacterium y Lactobacillus.
3) Estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de bacterias intestinales

asociadas con la salud del hospedero.

Con base en lo criterios antes mencionados, existen tres tipos de
carbohidratos considerados como prebiéticos: los fructanos tipo inulina (inulina de
bajo grado de polimerizacién, < 10 y de alto grado de polimerizacion < 70),

transgalactooligosacaridos (TGO) y lactulosa (Gibson et al., 2004).

Aunque los trabajos se han realizado principalmente con inulina y FOS, a
otros oligosacaridos no digeribles (OND) también se les ha comprobado este
efecto, incluyen a xilooligosacéaridos, galactooligosacaridos e

isomaltooligosacaridos (Van Loo et al., 1999).
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2.1.1 Efecto prebidtico de fructanos

Una vez que los fructanos atraviesan el tracto gastrointestinal de los
mamiferos, son fermentados por la microflora colonica especialmente por las
especies de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus estimulando el
crecimiento de sus poblaciones, asi mismo, se originan 4cidos grasos de cadena
corta (AGCC) productos de la fermentacion, como propionato, acetato, butirato,
ademas aumenta la absorcion de minerales como el calcio (Coudray et al., 1997;
2006), mejora el sistema inmunologico, reduce el riesgo de aterosclerosis, al
mismo tiempo, regula el metabolismo de lipidos y carbohidratos (Delzenne, 1999;
Roberfroid, 2001)

El valor calorico de la inulina oscila entre 1.6 a 2.71 kcal/g (Coussement,
1999) especificamente durante el metabolismo de los AGCC en su paso a través
del colon (Lendorio, 2003). Ademas, se estima que el indice glucémico de la
inulina es nulo (Deis, 2001)

2.1.2 Importancia de los prebi6ticos en alimentos

Los fructanos y sus derivados ofrecen multiples usos como ingredientes en
la formulacion de productos (Cuadro 3). La inulina tiene propiedades similares a
las del almidén, mientras que la oligofructosa presenta propiedades mas parecidas
a la sacarosa (Roberfroid, 2002; Rodriguez et al., 2006). La inulina mejora la
aceptabilidad de yogures elaborados con leche descremada, impartiéndole una
mayor cremosidad, también actia como espesante, retiene el agua y estabiliza
geles (Kip et al., 2005). Los geles se pueden formar por efecto mecanico o térmico
y el obtenido por el método térmico presenta mejor textura y firmeza (Kim et al.,
2001). La capacidad de formar gel es determinante en su uso como sustituto de
grasas en productos lacteos, untables, aderezos, salsas y otros productos en los
que las propiedades funcionales que otorgan las grasas son indispensables para
lograr los efectos sensoriales deseados por los consumidores (Franck, 2002). En
este sentido, los fructanos de bajo GP se utilizan en nivel industrial como

sustitutos de azucares debido a que son altamente solubles y tienen un sabor
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dulce. En cambio, los fructanos de alto GP son menos solubles y cominmente se
emplean como sustitutos de grasas o para dar una mayor estabilidad a las
emulsiones y espumas (Frank 2002, Ritsema y Smeekens, 2003).

Cuadro 3. Propiedades funcionales de la inulina

Propiedades funcionales de la inulina y derivados

Aplicacién Funcionalidad

Productos lacteos Cuerpo y palatabilidad, capacidad de formar gel,
emulsificantes, sustituto de azlcares y grasas,
sinergismo con edulcorantes.

Postres congelados Textura, depresion en el punto de congelacion,
sustituto de azlcares y grasas, sinergismo con
edulcorantes.

Productos untables Estabilidad de emulsion, textura y capacidad de ser
untado, sustituto de grasas.

Productos horneados Disminucion de actividad del agua, sustituto de

azUcares

Cereales de desayuno
Preparacién con frutas

(no acidas)

Aderezos de ensaladas
Productos carnicos

Chocolate

Crujencia, capacidad de expansion

Cuerpo y palatabilidad, capacidad de formar gel,
estabilidad de emulsién, sustituto de azuUcares y
grasas, sinergismo con edulcorantes

Cuerpo y palatabilidad, sustituto de grasas

Textura, estabilidad de emulsién, sustituto de grasas.

Sustituto de azlcares, humectante.

2.2 Probiodticos

(Franck, 2002)

El término probidtico se deriva del griego y significa “pro vida”. Ha sido

redefinido por afios través del conocimiento cientifico como la relacién entre la
salud intestinal y sentirse bien (Kun, 2009).

Parker (1974), sugiere en su definicion que existe una interaccion entre el
microorganismo Yy el hospedero: “Organismos y sustancias con efectos benéficos

para animales, que tienen influencia sobre la microflora intestinal”.
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Fuller (1989), los define como “Un suplemento alimenticio con
microorganismos vivos que afectan benéficamente al hospedero animal mejorando
el balance de la flora intestinal.

Havenaar & Huis (1992), mencionan que los probidticos son “Mono-cultivo o
una mezcla de microorganismos vivos que administrados a animales o al hombre,
afectan de manera benéfica al hospedero, mejorando las propiedades de la flora
normal’.

Probidticos son microorganismos viables que en cantidad suficiente
enriquecen el intestino y lo mantienen en un estado activo, ademas, ejercer un
efecto positivo en la salud (Anénimo, 2000). El término fue creado por Kollath
(1953), no debe confundirse con el concepto de alimento probidtico.

Los alimentos probidticos pueden ser definidos como “Alimentos con un
contenido de microorganismos Vivos que activamente mejoran la salud por el

balance de la microflora en el intestino” (Fuller, 1989; 1992).

Diplock et al. (1999), mencionan que “Un alimento probiético es funcional si
ha sido demostrado satisfactoriamente su efecto benéfico en uno o mas funciones
del cuerpo, mas alla del efecto nutricional, en el sentido de mejorar el estado de

salud y el bienestar, asi como, la reduccioén de riesgo de enfermedades”.

2.2.1 Rol de los probiéticos (Bifidobacterium y Lactobacillus)

El género Bifidobacterium constituye el 25 % de la microflora intestinal
animal, compite con otras especies por nutrientes y se acopla en distintos sitios
del intestino (Scardovi, 1986; Vaughan et al., 2000). Como muchas bacterias
intestinales, las especies de este género son sacaroliticos, es decir, obtienen
carbon y energia a través de la fermentacion de mono y oligosacaridos (Scardovi,
1986; Cremonini et al., 2002), produciendo acido lactico y acético, que acidifican
todo el intestino, lo que restringe la putrefaccion asi como el crecimiento de
bacterias patégenas potenciales, ademas, tienen efecto anticancerigeno,

producen vitaminas y reducen la conversion primaria de sales biliares en sales

27



biliares secundarias (Servin, 2004; Hirayama and Rafter, 2000; MacDonal et al.,
1978).

En el mismo sentido, las especies del género Lactobacillus, son
microorganismos que habitan de manera natural la flora intestinal de mamiferos,
al formar parte de ese habitat, propician un ambiente hostil para muchos
microorganismos patdgenos a través de un mecanismo de fermentacion de
fructanos, produciendo lactato y otros &cidos organicos, peroxido de hidrogeno y
bactericidas o antibidticos (Rasic y Kurmann, 1978). El peroxido de hidrogeno
inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium y Clostriduim perfringens (Gilliland y Speck 1977).

3.0 Justificacion

Se ha demostrado que los fructanos de C.intybus y H. tuberosus tienen
efecto prebidtico sobre las bacterias benéficas del intestino, por lo que es
importante verificar si los fructanos obtenidos Agave angustifolia var. tequilana

provocan ese mismo efecto en un modelo in vitro.
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4.0 Materiales y Métodos
Microorganismos y condiciones de cultivo

Los fructanos de C. intybus fueron proporcionados por América alimentos
S.A. de C.V. (Jalisco, México), los de A. tequilana se adquirieron en
Industrializadora Integral del Agave (IIDEA) S.A. de C.V. (Jalisco, México)
mientras que los fructanos de H. tuberosus fueron suministrados por BNP
(Qingdao, China).

Los microorganismos utilizados fueron Lactobacillus acidophilus SACCO LA3, L.
casei SACCO BGP93 y Bifidobacterium lactis SACCO BLC1 adquiridos en RAFF
S.A. de C.V. Jalisco, México. Se conservaron a -4° C. Posteriormente las cepas se
activaron en caldo Man—-Rogosa—Sharpe (MRS) Difco, durante 24 h a 35° C en

una jarra anaerobia con una atmosfera de CO; + Na.

Las cepas de Lactobacillus y de Bifidobacterium de 24 h del cultivo en caldo MRS,
se sembraron placas con Agar MRS y se incubaron durante 48 h a 35° C,
posteriormente se suspendieron en una solucion de peptona de caseina (Merck) al
0.1%, hasta obtener una concentracion de 0.5 en la escala de McFarland que
equivale a 1 x 10 ® UFC/mL. Inmediatamente después, se inoculd (2.0% v/v) de
ésta solucion de peptona de caseina en relacion a 25 mL de medio MRS sin
glucosa, el cual contenia los siguientes ingredientes (en gramos por litro): peptona
de proteasa (Difco), 10; extracto de carne , 10; extracto de levadura, 5; tween 80,
1; citrato de amonio, 2; acetato de sodio (Analytica), 5; MgSO4-7H,0, 0.1;
MnSO4-7H,0, 0.05; L-cisteina (Analytica) 0.5 (con un pH inicial de 6.5 y
esterilizado en autoclave a 121° C durante 15 min), adicionado con 0, 7, 14 6 21
gL de fructanos de C. intybus, A. angustifolia var. tequilana y H. tuberosus (n =
5). Los cultivos se incubaron en condiciones anaerobias a 35° C durante 48 h.
Las condiciones anaerobias se mantuvieron en jarras de anaerobiosis adicionadas
con un sobre Generador EZ anaerobio (GasPak BBL 260678).
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Variables respuesta

Para verificar el efecto prebiético de los diferentes tipos y dosis de
fructanos se tom6 como referencia el cambio en el pH del medio, esta medicion se
realizd6 mediante un Potencidmetro (Orion 3 star, Thermo scientific). También se
realizé la medicion del incremento en la DOeoo nm, ya que se espera que al haber
un mayor desarrollo de los microorganismos, aumente la turbidez del caldo de
fermentacién, la medicion se llevé a cabo por espectrofotometria (Sequoia-Turner
340). Ademas se cuantifico la biomasa en peso seco, para lo cual, las colonias de
bacterias contenidas en 10 mL de caldo se centrifugaron durante 15 min a 3000
rpm, se lavaron con agua destilada y se secaron a 105° C durante 24 h y por

altimo se pesaron.

Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, con arreglo factorial 3 x

4, 12 tratamientos (3 fructanos y 4 dosis).
Yijk = u + Ai + Bj + (AB)ijj + Eijk

Donde; Yijkl es la variable respuesta en la repeticidn k, nivel j de B, nivel i de A, p
es la Media general, Ai es el efecto del factor A al nivel i, Bj es el efecto del factor

B al nivel j y Eijkl es el error aleatorio.

Con los resultados se hicieron pruebas de normalidad y se sometieron a un
analisis de varianza (p < 0.05) de los factores principales y sus interacciones, se
realiz6 una comparacion mdultiple de medias de los tratamientos mediante una

prueba de Tukey, con el paquete estadistico SAS 6.0, (1999).
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5.0 Resultados y discusion

El crecimiento de cultivos puros de L. acidophillus, L. casei y B. lactis en
medio MRS suplementado con los tres tipos de fructanos fue analizado mediante
el descenso de pH (Figura 5), el incremento de la densidad Optica a 600 nm
(DOe00) (Figura 6), asi como por el aumento de la biomasa en peso seco (Figura
7) después de 48 h de incubacion anaerobia. En el cuadro 4 se presentan los

cuadrados medios y los resultados de la prueba de F correspondiente.

Cuadro 4. Cuadrados medios y resultados de la prueba de F del descenso de pH, DOgoonm Y
biomasa de caldo de fermentaciéon MRS sin glucosa suplementado con fructanos de C. intybus, A.

angustifolia y H. tuberosus.

pH

G.L. L.acidophilus L. casei B. lactis
Fuente 2 4.266%** 0.491%** 3.788***
Dosis 3 16.748%** 24.163*** 3.752%**
Fuente x dosis 4 0.410%*** 0.100~ 0.017
Error 140 0.043 0.037 0.026
C. V. 4,270 4,279 2.904

DOs0o
Fuente 2 0.403*** 0.379%** 0.091*
Dosis 3 1.779*** 0.905*** 1.809***
Fuente x dosis 4 0.052* 0.001* 0.199***
Error 140 0.016 0.0004 0.021
C. V. 21.17 2.580 34.708
Biomasa

Fuente 2 0.0003*** 0.0004* 0.00003***
Dosis 3 0.0007*** 0.0030*** 0.00024***
Fuente x dosis 4 0.00002*** 0.00016 0.000008***
Error 140 0.000002 0.0001 0.0000009
C. V. 20.485 47.566 19.897

***Significativo en los niveles de probabilidad de 0.0001
* Significativo en los niveles de probabilidad de 0.01
G.L. = Grados de libertad

C.V. = Coeficiente de variacion

Al medir el pH del caldo de fermentacion al término de la incubacién, se
observo una relacion directa entre el crecimiento de la poblacion y el descenso del
pH, esto se debe principalmente a que las bacterias utilizan como fuente de

carbono a los fructanos, que al oxidarse producen acidos grasos de cadena corta
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(AGCC). De acuerdo con Makras (2005), cuando especies del género
Lactobacillus fermentan fructanos, producen en el orden, acido lactico>acido
acético>acido formico>etanol, para el caso de Bifidobacterium, la degradaciéon de

fructanos tipo inulina produce acido acético> acido formico>etanol.

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza (Cuadro 4), el efecto
de las distintas fuentes de fructanos en las diferentes concentraciones, sobre el
crecimiento de L. acidophillus fue estadisticamente diferente, pero dependid
significativamente de la fuente y dosis de fructanos. Siendo el mejor tratamiento
los provenientes de C.intybus y H. tuberosus en la concentracién de 21.0 gL, con
descenso de pH de 4.03 y 4.26 respectivamente (p<0.0001). Con respecto a la
DOsoo, l0s fructanos de C. intybus en la dosis de 14.0 y 21.0 gL™, provocaron el
mayor efecto (0.764, 0.838 respectivamente), seguidos por los fructanos de
H.tuberosus en la dosis de 21.0 g/L™* con una absorbancia de 0.748. Este aumento
observado en la DO concuerda con la biomasa en peso seco, ya que el mayor
aumento se presenta con los fructanos de H. tuberosus y C. intybus en la
concentracion mas alta (0.017 y 0.012 g respectivamente). La interaccion fuente x
dosis también fue altamente significativa, en los tratamientos donde no se
afiadieron fructanos (0.0 gL™), no disminuyé el pH, tampoco se presentd
incremento de la DOgoo, Y biomasa, lo que indica que el efecto en el crecimiento de
las poblaciones de bacterias se debe a la fuente de carbono (fructanos) y a la
dosis en el caldo de fermentacion. Se observo un efecto dosis-reaccion en los tres

pardmetros estudiados.

En lo que respecta a L. casei la fuente de fructanos y la dosis fueron
altamente significativos (p<0.0001), asi mismo, se observé diferencia significativa
en la interaccion fuente x dosis. Los fructanos de C. intybus, H. tuberosus y A.
angustifolia en la concentracién de 21.0 gL™, tuvieron el mayor efecto sobre la
disminucién del pH (3.67, 3.78 y 3.86 g, respectivamente) (p<0.0001). Por otra
parte, en la DOgoo Se observo un efecto altamente significativo con los tratamientos

de C.intybus y de A. tequilana en las tres concentraciones (absorbancia promedio
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de 0.953), no se presentaron diferencias significativas, posiblemente se debid, a
un alta aceptacion del microorganismo en consumir los fructanos como fuente de
carbono, la cual, se reflej6 en un rdpido crecimiento de la poblacion con un alto
enturbiamiento del caldo de fermentacion. La biomasa incrementd con los
fructanos de C. intybus, H. tuberosus y A. angustifolia en la concentracion més
elevada (0.038, 0.030 y 0.028 g respectivamente) (p<0.0001).

Para contrastar el crecimiento de lactobacilos con diferentes fuentes de
carbono, Makras et al. (2005), compararon el efecto prebiético de glucosa (Glu),
fructosa (Fru), galactosa (Gal), lactulosa (Lact), transgalactooligosacaridos (TOS),
oligofructosa (Raftilose P95), oligofructosa-lnulina (Ogf-Inu; Raftilose synergy,
inulina de cadena larga (Raftlose HP) en concentraciones de 10 y 20 gL™
inoculados con 10 especies de lactobacilos. Observaron que todos los
microorganismos crecieron con Glu, Fru y Gal, Ademas, la mayoria degradaron
TOS y Lact a excepcion de L. rhamnosus, la Unica bacteria que pudo crecer en

todas las fuentes de carbono fue L. paracasei subespecie paracasei 8700:2.

En lo que concierne a la medicion de pH en caldos inoculados con B. lactis,
la fuente y la dosis fueron estadisticamente significativas (p<0.0001), siendo el
mejor tratamiento los suplementados con fructanos de H. tuberosus en la dosis de
14 y 21.0 gL, con descenso de pH de 5.17 y 4.91 respetivamente y con A.
tequilana en la concentracién mas alta (pH 5.41). En cuanto a la medicion de la
DOsoo, la dosis y la interaccion fuente x dosis fueron significativas. Los
tratamientos que presentaron mayor efecto fueron C. intybus y A. tequilana en la
dosis de 21.0 gL™ (absorbancia 0.750 y 0.736 respectivamente). Por Gltimo, en la
biomasa, tanto la fuente como la dosis y la interaccion fuente x dosis, son
estadisticamente significativas. Donde los fructanos que provocan un mayor
incremento de la biomasa fueron los obtenidos de C. intybus, y H. tuberosus en la
concentracién de 21.0 gL™, los pesos observados fueron de 0.0087, 0.0082
(p<0.0001).

Wang y Gibson (1993), demostraron el crecimiento de ciertas bacterias del

género Bifidobacterium en caldos de fermentacion con glucosa, inulina (C.
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intybus) u oligofructosa (C. intybus) en concentracién de 7.0 gL™. De manera
general, observaron una mayor fermentacion con la oligofructosa, después con
inulina y el menor desarrollo se present6 con glucosa. Estos resultados no
concuerdan con lo observado por Rabiu et al. (2001), Van der Meulen et al.
(2003) y Rossi et al., (2005) en los que se observé que las bifidobacterias si
pueden metabolizar carbohidratos como las inulinas y sus derivados, pero que
prefieren FOS con GP de tres o cuatro mondmeros debido a que presentan
transportadores especificos de oligosacaridos de bajo peso molecular, por lo cual
suponemos que el desarrollo de B. lactis en nuestro estudio, no fue tan importante
como el que se observé en las bacterias lacticas, posiblemente porque los
fructanos analizados son de alto grado de polimerizacion.
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6.0 CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se comprobd el efecto prebidtico de los fructanos obtenidos de C. intybus,

H. tuberosus y de A. angustifolia var. tequilana.

Los fructanos de A. angustifolia tienen un efecto prebidtico
estadisticamente igual (p < 0. 0001) a los de C. intybus sobre cepas de L.

casei y L. acidophilus.

El mayor efecto prebidtico con los tres tipos de fructanos se observo en L.
casei posiblemente porque la degradacion de los fructanos por la enzima

B-Fructofuranosidasa es mas eficiente.

El menor efecto se observé con B. lactis debido a que degrada con mayor

dificultad polisacaridos.

El efecto prebidtico se debid principalmente a las distintas fuentes de
carbono, hubo un efecto dosis reaccion y la capacidad de degradacién de

los fructanos depende del metabolismo de cada microorganismo.
Podemos afirmar que existe un gran potencial en el maguey como fuente

de prebioticos, ya que la sintesis de fructanos en estas plantas puede

superar de forma importante a la de otras especies comerciales.
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RESUMEN

Se comparo el efecto de los fructanos de C. intybus, H. tuberosus y A. angustifolia
var. tequilana, sobre el metabolismo energético de ratas obesas y diabéticas. Se
registrO el peso corporal durante cinco semanas, en las cuales, se tom0 una
muestra sanguinea cada semana para medir las concentraciones de glucosa,
colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de
alta densidad (HDL), se hizo un analisis de la flora bacteriana benéfica y patégena
al inicio y al final del experimento, al término del experimento se sacrificaron los
animales y se evalud la presencia de esteatosis hepatica. El disefio experimental
fue completamente al azar con arreglo factorial. No hubo diferencia significativa en
la ganancia o pérdida de peso en los tratamientos obesos (sanos y diabéticos).
Los animales no obesos (sanos y diabéticos) suplementados con fructanos de C.
intybus y de A. angustifolia fueron los que presentaron menor ganancia de peso.
El consumo de fructanos de A. angustifolia en ratas sin diabetes disminuyé los
niveles de glucosa, colesterol y aumenté el HDL, mientras que, en ratas
diabéticas, se disminuyeron las concentraciones de glucosa vy triglicéridos. Los
tratamientos con fructanos favorecen el crecimiento de especies de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus y reducen de manera significativa las poblaciones
de Clostridium y Escherichia. La evaluacion histoquimica del higado de las ratas
obesas indicé que el consumo de fructanos protege a los animales de la esteatosis

en comparacion con el tratamiento sin fructanos.
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1.0 Introduccién

Debido a los cambios en los habitos alimentarios con altos contenidos de grasas
saturadas y trans, asi como el consumo de sodio, tabaco, alcohol y el
sedentarismo, mas de 50% de la poblacion de adultos y casi un tercio de los nifios
y nifias en México tienen sobrepeso y obesidad, lo que convierte a este pais en el
segundo mas obeso del mundo (12.1 millones de personas); en efecto, la
frecuencia de pacientes con sobrepeso aumenta considerablemente sobre todo en
paises en desarrollo (IMSS, 2008; Sanchez et al.,, 2004). El sobrepeso y la
obesidad incrementa el riesgo de sufrir diabetes, algunos tipos de céancer,
enfermedades cerebrovasculares y cardiovasculares, no solo en la poblacién
adulta sino también en los adolescentes y en los nifios. Una alternativa para
reducir algunas enfermedades asociadas a la obesidad ha sido el consumo de
fibras dietéticas no digeribles, las cuales, tienen efecto sobre la absorcion de
grasas, ademas, son degradadas por la flora normal de los mamiferos,
produciéndose asi un efecto sobre el metabolismo de grasas y carbohidratos
(Niness 1999; Roberfroid 2000). La flora microbiana intestinal de los humanos
representa un ecosistema rico en microorganismos metabdlicamente activos que
juegan un importante papel en la salud de su hospedero. Por consiguiente, se han
buscado estrategias para promover el crecimiento de Bifidobacterias y
Lactobacilos en el intestino, empleando sustratos selectivos como carbohidratos
no digestibles como los fructanos, en el tracto gastrointestinal, estos polisacaridos
obtenidos principalmente de Cichorium intybus y Helianthus tuberosus, al ser
fermentados, generan acidos grasos de cadena corta (AGCC) en el colon, siendo
los principales acetato, butirato, lactato y gases como producto del metabolismo
anaerobio. Los AGCC han demostrado tener efecto en la regulacién de los niveles
de glucosa en sangre, elevar la concentracién de glucagon similar al péptido-1
(GLP-1), estimular la saciedad, mejorar el perfil lipidico en sangre, incrementar la
concentracion de insulina, asi como, la neogénesis de células B en el pancreas
(Delzenne et al., 2002). Recientemente, Mancilla-Margali y Lopez. (2006), han
demostrado la presencia de fructanos en varias especies del género Agave, por lo

gue, el objetivo de este trabajo fue comparar el efecto de los fructanos obtenidos
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de C. intybus, H. tuberosus y A. angustifolia var. tequilana sobre el metabolismo
de carbohidratos y lipidos de ratas obesas y diabéticas, asi como el crecimiento de
bacterias benéficas (Lactobacillus y Bifidobacterium) y patdgenas (Clostridium,

Escherichia). Ademas, evaluar la acumulacion de lipidos en higado (esteatosis).
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2.0 ANTECEDENTES
2.1 Obesidad

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la obesidad se define
como una acumulacibn anormal o excesiva de grasas que pueden ser
perjudiciales para la salud, y al sobrepeso como una acumulacion excesiva de
energia; en ambos casos hacen referencia al indice de Masa Corporal (IMC), que
es la relacién entre peso y talla expresado en kg/m?, en el sobrepeso es igual o
superior a 25 kg/m? y en la obesidad es igual o mayor de 30 kg/m? cabe
mencionar que el riesgo de padecer enfermedades crénicas aumenta a partir de
un IMC mayor de 21 (OMS, 2006).

Por otro lado, Kaufer-Horwitz et al. (2001), definen la obesidad como una
enfermedad crénica de etiologia multifactorial, que se desarrolla a partir de la
interaccion de la influencia de factores sociales, conductuales, psicolégicos,
metabdlicos, celulares y moleculares. De alguna manera menos drastica, una
persona obesa enfrenta otro tipo de enfermedades debido a las presiones
psicoldgicas por marginacion social como la discriminacion (Stambler, 1991).

En 1993 se hizo una Encuesta Nacional de Enfermedades Crénicas a
adultos entre 20 y 69 afios de edad, que residian en zonas urbanas de México, se
encontré que la prevalencia de obesidad era de 28.5% en los varones y de 41.4%
en mujeres con un IMC igual o mayor de 27.8 kg/m? para los hombres y de 27.3
kg/m? para las mujeres y que aumentaba segun la edad (Vargas y Avila, 1997).
Normalmente, cuando hay obesidad, la frecuencia de padecer diabetes mellitus
tipo Il (DM II), es dos veces mayor en individuos ligeramente obesos, cinco veces
en moderadamente obesos y 10 veces mayor en excesivamente obesos, por lo
gue se ha estimado que el 80% de las personas con DM Il son obesos (Herrera-
Pombo, 2001). Algunos estudios han demostrado que los hombres obsesos y
fumadores, tienen mayor riesgo de presentar cancer de colon, recto y prostata,
mientras que las mujeres obesas son mas propensas a sufrir cancer de vesicula,
de mama, de utero y de ovarios. También se le asocia a enfermedades de la

vesicula biliar. La presencia de calculos renales es de tres a cuatro veces mas
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frecuente en individuos obesos, por otro lado, afecta la funcion respiratoria lo cual
puede ocasionar falta o suspension del suefio. Aunado a esto, la relacion de la
distribucion de grasa que se acumula en mayor cantidad en el tejido adiposo en la
region abdominal, implica mayores riesgos de enfermedades cardiovasculares e

hipertensivas lo que incrementa la probabilidad de morir.

Segun la topografia del tejido adiposo se conocen cuatro tipos de obesidad:

Tipo I, El exceso de grasa se encuentra indistintamente en todo el cuerpo

Tipo Il, El exceso de grasa subcutédnea en el tronco y en el abdomen (androide)
Tipo lll, Exceso de grasa abdominal o visceral

Tipo IV, El exceso de grasa se encuentra en la region glutea y femoral (ginecoide)
(Kaufer-Horwits et al., 2001).

2.1.1 factores etioldgicos

Entre los diversos factores que contribuyen a la acumulacién de grasa se
encuentran los genéticos, ambientales, nutricionales y falta de actividad fisica,
entre otros. En un estudio realizado en la década de los cincuenta, se encontro
gue la descendencia de una pareja con peso adecuado tenia solo entre el 7 y el
14% de probabilidad de padecer obesidad, mientras que en parejas donde uno o
ambos progenitores eran obsesos, el riesgo de que el sucesor fuera obeso
aumentdé entre un 40 y 80% respectivamente. Algunos factores genéticos
evidencian el desarrollo de la obesidad gracias al descubrimiento del gen ob que
humanos codifica la proteina leptina, la cual actia en el hipotdlamo e influye en el
apetito y en el balance energético. Se ha demostrado que una deficiencia genética
de esta proteina altera la sensacion de saciedad, lo que trae como consecuencia
un hambre constante que conduce al consumo excesivo de alimentos (Villasefior,
2002). Otra posible causa de padecer obesidad, es una anormalidad metabolica
que puede incrementar el almacenamiento energético en tejido adiposo por
distintas maneras: 1) la desviacion preferente de los sustratos energéticos hacia la

sintesis y el almacenamiento de los triglicéridos; 2) un aumento en la eficiencia
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para degradar hidratos de carbono, acidos grasos y aminoacidos y almacenar
energia adicional en forma de triglicéridos en el tejido adiposo; 3) una mayor
eficiencia para llevar a cabo trabajo fisiologico donde se da una situacion en la que
se requiere menos energia y el exceso se convierte en triglicéridos que se
almacenan en el tejido graso. Otro factor importante, es el estilo de vida de los
individuos, en el cual, los cambios en sus habitos alimenticios se caracterizan por
un consumo de alimentos muy energéticos, que en muchas ocasiones son de
mala calidad o la que comunmente se denomina comida chatarra, asi como una

reduccion de la actividad fisica (Kaufer-Horwitz et al., 2001).

2.2 Diabetes

La diabetes es una enfermedad cronica debida a que el pancreas no produce
insulina suficiente o a que el organismo no la puede utilizar eficazmente, la palabra
proviene del latin diabetes mellitus, que significa “orina dulce como la miel”
(Mathews et al., 2002). La insulina es una hormona que regula el azucar en la
sangre (glucemia). La hiperglucemia es un efecto frecuente de la diabetes no
controlada, que con el tiempo provoca importantes lesiones en muchos sistemas
organicos, en particular en los nervios y los vasos sanguineos. En 1985, la OMS
establecié algunos criterios basados en la glucemia en ayunas y la tolerancia
alterada a la glucosa (TAG). En 1997, la American Diabetes Association (ADA)
establecié nuevos criterios basados en la glucemia en ayunas sin la realizacion de
un test de tolerancia oral a la glucosa, en los que se indica, que la glucosa en
ayunas esta alterada cuando la glucemia oscila entre 110-125 mg/dL y que se
presenta DM cuando la glucemia esta por arriba de 126 mg/dL. Actualmente se
conocen ocho tipos de DM, entre las que destacan la DM tipo | (DM ) y la DM tipo
II (DM 1), gestacional, tipo 3A, tipo 3B, tipo 3C, tipo 3D y tipo 3E, siendo las mas
importantes la DM |'y DM lI(AnGnimo, 2008).

La tipo I, antes conocida como diabetes insulinodependiente o de inicio en la

infancia, se caracteriza por una ausencia en la produccion de insulina. Sin la
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administracion diaria de insulina exdgena, este tipo de diabetes lleva rapidamente

a la muerte.

La tipo Il, conocida como diabetes no insulinodependiente o de inicio en la edad
adulta, se debe a que el organismo no utiliza eficazmente la insulina. El 90% de
los diabéticos del mundo padecen este tipo de diabetes y se debe en gran parte a

la inactividad fisica y al peso corporal excesivo (OMS, 2008).

2.2.1 factores etiologicos

La DM Il se ha asociado a mdultiples condiciones, intervienen procesos
como el envejecimiento, la genética, el ambiente y la cultura, que en conjunto
interactian dando como resultado un incremento importante de casos de la
enfermedad en grupos sociales que han cambiado su estilo de vida a un estilo
moderno. De igual manera, la obesidad, el sedentarismo, el estrés y el consumo
de alimentos ricos en grasas y carbohidratos favorecen la presencia de DM I

(Vazquez y Panduro, 2001).

Es de llamar la atencibn como los hispanos que viven en los Estados
Unidos de Norteamérica presentan una alta prevalencia a este padecimiento.
Durante la primera mitad del siglo XX, México se caracterizaba por un bajo nivel
de vida, insalubre y de alta pobreza, acompafado de una alimentacion escasa y
una actividad fisica de moderada a intensa en la mayor parte de la poblacion,
factores que reducen el riesgo de contraer enfermedades cronicas degenerativas
como la DM Il. La morbilidad y la mortalidad debido a esta enfermedad han ido en
aumento sobre todo a partir de 1950, cuando la tasa de mortalidad era de 4.8 por
cada 100,000 habitantes y en 1998 se registr6 un aumento de 43.3 por cada
100,000 habitantes. La Encuesta Nacional Enfermedades Cronicas de 1993
mostré que el riesgo de padecer DM se incrementa a partir de los 40 afos
(Andnimo, 1993). Entre las patologias asociadas a esta enfermedad, sobresalen la
cirrosis hepatica y enfermedades coronarias (Pérez et al., 2000)
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2.3 Metabolismo de los lipidos (biosintesis de los acidos grasos)

La biosintesis de los lipidos constituye un importante proceso metabdlico en
la mayoria de los organismos. Debido a la limitada capacidad de los animales
superiores para almacenar polisacéridos, una vez cubierta la demanda energética,
el exceso de glucosa se convierte mediante la via de la glucolisis a piruvato que al
descarboxilarse en la mitocondria de las células del higado se produce acetil-CoA,
asi como en los tejidos adiposos y en las glandulas mamarias, éste acetil-CoA es
la fuente de carbono esencial para la sintesis de grasas. Otras rutas de produccion
de acetil-CoA son la degradacién oxidativa de algunos aminoacidos y la [3-
oxidacion de los acidos grasos de cadena larga. Una vez que se formo el acetil-
CoA y dado que no puede atravesar la membrana mitocondrial, entra al ciclo de
Krebs en donde, al unirse al oxalacetato genera citrato, que es traslocado de la
mitocondria al citosol a través del sistema transportador de tricarboxilatos.
Posteriormente, el citrato en presencia de ATP-citrato-liasa regenera el acetil-CoA.
En la siguiente reaccion el acetil-CoA mediante la accion de la enzima acetil-CoA
carboxilasa en presencia de ATP forma el malonil-CoA. Una vez formado el
malonil-CoA, las reacciones siguientes de la sintesis de &cidos grasos se realizan
por una secuencia de seis etapas sucesivas, catalizadas por seis enzimas del
sistema de la acido graso sintetasa. La séptima proteina de este sistema es la
portadora del acilo (ACP), cuando reacciona con malonil-CoA y en presencia de la
enzima malonil-CoA-ACP-transacilasa forman el malonil-ACP, de la misma
manera reacciona con acetil-CoA y con acetil-CoA-ACP-trasnsacilasa y se
produce Acetil-ACP. Entonces un mol de malonil-ACP y un mol de acetil-ACP
unidos producen cuatro reacciones (condensacion, reduccion, deshidratacion y
reduccion) para la generacion de butiril-ACP que es el primer ciclo de sintesis,
para iniciar el segundo ciclo, el butiril-ACP reacciona con otra molécula de malonil-
ACP y produce hexanoil-ACP, del ciclo tres al siete se forma palmitoil-ACP que al
hidrolizarse produce acido palmitico y ACP libre (Mathews et al., 2002). Estos a su
vez, se convierten en triacilglicéridos, que poseen un contenido energético muy
por arriba al de los polisacéaridos y ademas pueden almacenarse en tejido adiposo
(Figura 1).
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Figura 1. Sintesis de acidos grasos (Mathews et al., 2002)

2.4 Metabolismo de los carbohidratos (Gluconeogénesis)

La mayoria de los érganos animales pueden metabolizar distintas fuentes de
carbono para producir energia, entre las mas utilizadas encontramos azucares,
triglicéridos, piruvato y aminoacidos. Sin embargo, el sistema nervioso central
utiliza glucosa como fuente de carbono Unica. Las células animales son capaces
de sintetizar glucosa a partir de otros precursores de tres o cuatro carbonos como
el lactato, aminoacidos, propionato y glicerol, a este proceso se le denomina
gluconeogénesis. Esta ruta se lleva a cabo en el citosol de las células del higado.
Una vez que el lactato, precursor mas importante que provine de la glucélisis en el
musculo esquelético, entra a la matriz mitocondrial de las células del higado, se
reoxida y se convierte en piruvato, que al unirse a la enzima piruvato carboxilasa y
en presencia de ATP y biotina forma oxalacetato. El oxalacetato debe salir de la
mitocondria al citosol, pero dado que la mitocondria no contiene el transportador
para el oxalacetato, se reduce mediante la malato deshidrogenasa mitocondrial a
malato, que es transportado al citosol donde se reoxida por la malato
deshidrogenasa citosélica a oxalacetato, que posteriormente es carboxilado por el

fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, produciéndose asi fosfoenolpiruvato, después
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este se isomeriza en fructosa-1,6-bisfosfato a través de la enzima
fosfofructoquinasa. Posteriormente, en presencia de agua reacciona y se
desfosforila formando fructosa-6-fosfato, que es isomerizada a glucosa-6-fosfato a
través de la fosfoglucoisomerasa, la glucosa-6-fosfato no puede convertirse en
glucosa por la accion inversa de la hexoquinasa o de la glucoquinasa, por lo que
entra en su lugar la glucosa-6-fosfatasa y da origen a glucosa-6-fosfato que al

unirse con agua forma glucosa y un fosfato (Mathews et al., 2002).

Muchos aminoéacidos pueden convertirse con facilidad en glucosa a traves
de rutas de degradacion que generan intermediarios del ciclo del &cido citrico, que
pueden convertirse en oxalacetato. Durante el ayuno, cuando la cantidad de
hidratos de carbono ingerida es insuficiente, el catabolismo de las proteinas
musculares funge como principal fuente de mantenimiento de las concentraciones

de glucosa en sangre.

Durante el catabolismo de triglicéridos en é&cidos grasos y glicerol, los
acidos grasos se convierten en acetil-CoA a través de la B-oxidacion. En los
animales el acetil-CoA no puede convertirse en piruvato ni en ningun otro
precursor, por lo que los lipidos son malos precursores gluconeogénicos. El Unico
producto de la degradacién de las grasas que puede entrar en la gluconeogénesis
es el glicerol, que se fosforila para formar glicerol-3-fosfato (G3P) seguida de una
deshidrogenacion para producir dihidroxiacetona fosfato y por ultimo genera

fructosa-1,6-bisfosfato

2.5 Composicion de la microflora intestinal

La flora microbiana intestinal de los humanos representa un ecosistema con
un amplio nimero de microorganismos metabdlicamente activos, que juagan un

papel importante sobre la salud del hospedero (Mitsuoka, 1990).

Diversas investigaciones han demostrado que el tracto gastrointestinal del

humano esta poblado por aproximadamente 100 trillones de bacterias divididas en
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15 diferentes géneros que incluyen de 70 a 80 especies, incluso algunos pueden
presentar hasta 100 especies (Mitsuoka, 1996), incluyendo tanto aerobias como
anaerobias. El contenido intestinal de un recién nacido es eliminado dentro de los
dos primeros dias después del parto, comienza a colonizarse progresivamente por
enterobacterias como Escherichia coli, Streptococos y Clostridium. En el tercer
dia, aparecen especies de los Bacteroides y Bifidobacterium procedentes de la
leche materna. En el cuarto dia las bifidobacterias se vuelven predominantes con
cifras de 10 y 10 unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g) de
excremento, esto hace que microorganismos como Clostridium, bacteroides,

enterobacterias y estafilococos disminuyan (Mitsuoka, 1975).

Durante el destete del infante, cuando comienza a consumir una racion
normal para adulto, la flora bacteriana cambia, las bifidobacterias disminuyen a
10° UFC/g, y el nimero de bacteriodes, eubacterias y frecuentemente Clostridium

aumentan (Torres, 2002).

En personas adultas, las bifidobacterias disminuyen y otras como C.
perfrigens aumentan significativamente de 10° hasta 10° UFC/g, asi como también
las del género Streptococcus se incrementan de 10° a 10° UFC/g, este fenémeno
se debe al resultado del envejecimiento, pero ademas puede acelerar la senectud
(Torres, 2002).

Aun cuando la composicion de la flora intestinal es estable en individuos
sanos, se puede alterar por varios factores enddégenos y exdgenos, como los
desoérdenes peristalticos, cancer, operaciones del estbmago o intestino delgado,
enfermedades del higado o rifibn, anemia perniciosa, terapia por radiaciones,
estrés emocional, administracion de antibiéticos y envejecimiento (Mitsuoka, 1992;
Mitsuoka, 1996).

Factores como la racién alimenticia influyen de manera significativa sobre el
equilibrio de la flora intestinal, el consumo de cantidades excesivas de grasa

promueve la secrecion de acido biliar y colesterol en el intestino, esto, a su vez
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concentra ciertos acidos secundarios secretados por las bacterias patégenas que

estan relacionados con efectos carcindgenos (Mitsuoka, 1983).

Existen evidencias de la relacion entre el balance de la flora intestinal con la
salud del hospedero y las enfermedades. El incremento de bacterias patégenas en
el intestino promueve desordenes como enfermedades del higado, rifion,

arterosclerosis, hipertension, cancer y envejecimiento (Mitsuoka, 1983).

Como muchas bacterias que habitan en el intestino de mamiferos, las
bifidobacterias y lactobacilos son sacaroliticos, es decir, obtienen energia a través
de la fermentacion de carbohidratos no digeribles y compiten por alimento con
otras bacterias potencialmente patégenas (Scardovi, 1986; Servin, 2004).

Estudios in vitro realizados por Pompei et al. (2008), analizaron el efecto
prebiodtico de fructanos tipo inulina altamente soluble y de un fructooligosacarido
en muestras fecales humanas. Ellos observaron un incremento significativo de las
poblaciones de Bifidobacterium y de Lactobacillus con ambas fuentes de carbono,

en comparacion con el tratamiento al que no se le adicion6 algun tipo de fructano.

2.5.1 Fermentacién de fructanos

La fermentacion de fibras dietéticas no digeribles (fructanos) en el colon, es
el resultado de una actividad metabdlica compleja que parece depender de la
estructura del carbohidrato, del grado de polimerizacibn y de las bacterias
prebioticas presentes en el colon (Van der Meulen et al., 2004 y 2006; Falony et
al., 2006). Este proceso es fundamental para el mantenimiento y el desarrollo de la
flora bacteriana, asi como de las células epiteliales. Como resultado de esta
fermentacién bacteriana, se produce hidrégeno, di6xido de carbono, metano y
acidos grasos de cadena corta (AGCC), como el acido aceético, propionico y
butirico, en una proporcion molar casi constante 60:25:20, (Figura 2) (Titgemeyer
et al., 1991; Miller and Wolin, 1979; Fernandez-Bainares y Gassul, 1992). La caida
de pH en el colon, causada por la fermentacion de fructanos, se debe a la

acumulacion de AGCC, lo que disminuye la solubilidad de acidos biliares libres,
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que ademas, puede disminuir la concentracion de acidos biliares secundarios,
produciéndose un efecto positivo, ya que éstos ultimos estan involucrados en la
aparicion de carcinogénesis en el colon (Pool-Zobel et al., 2002; Grubben et al.,
2005). Diversos estudios han demostrado que el orden de utilizacién de los AGCC

por el colonocito es butirato > acetato > propionato (Roediger, 1982).

B Acetato
80

C Propionato
m Butirato

Razon molar (%)

Inulina Oligofructosa Almidén Polidextrosa Pectina Arabinogalactano

Figura 2. Produccion de 4cidos grasos de cadena corta con distintas fuentes de carbono
(Wang and Gibson, 1993).

2.5.1.1 Importancia del acido propionico

El propionato es el inhibidor competitivo de la proteina encargada de la
entrada de acetato a la célula hepatica, fendbmeno que contribuye a la disminucién
de la lipogénesis y colesterogénesis (Macfarlene y Macfarlene, 2003). Durante el
proceso de fermentacion de los prebidticos, la produccion del cociente acetato-
propionato es un marcador que puede ser usado como predictor de las
propiedades hipolipemiantes (Marti del Moral et al., 2003).
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2.5.1.2 Importancia del acido butirico

El butirato y los otros AGCC contribuyen en un 80% a los requerimientos
energéticos de los colonocitos (células epiteliales del intestino). Aproximadamente
el 90% del butirato y entre el 10 y el 50% del propionato son metabolizados por la
mucosa del colon. El remanente del propionato y el acetato consiguen llegar hasta
el higado (Garcia et al., 2002). Ademéas, el acido butirico puede ejercer una
actividad antiproliferativa en muchos tipos de células. Algunos estudios en
animales y en lineas celulares, han demostrado el efecto preventivo del butirato

sobre cancer de colon y desarrollo de adenoma (Bornet et al., 2002).

2.5.1.3 Importancia del &cido acético

El &cido acético es el principal &cido graso de cadena corta en el colon, una vez
producido, es rapidamente absorbido y transportado al higado, donde cumple
varias funciones. La presencia de acetil-coenzima A sintetasa citosolica en los
hepatocitos permite la incorporacion del acetato en los procesos de
colesterogénesis y lipogénesis. En humanos, el acetato es usado para monitorizar
eventos del colon debido a que es el acido graso mas abundante en la sangre.
También es precursor de la sintesis de colesterol, este hecho se ha propuesto
como la base del efecto hipercolesteroleminante de algunos carbohidratos no
digeribles (Jenkins et al.,, 1991). Actualmente, las técnicas moleculares han
permitido aislar bacterias del intestino humano, entre los microorganismos mas
importantes se encuentran Roseburia intestinalis y Anaerostipes caccae, capaces
de transformar el acetato en butirato en el colon (Duncan et al., 2002; Falony et al.,
2006).
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3.0 Justificacion

Debido a que se ha demostrado que los fructanos de C. intybus y H.
tuberosus tienen un efecto prebidtico sobre las bacterias benéficas del intestino,
se pretende verificar si los fructanos de maguey tienen el mismo efecto, en dos
modelos animales (obesos y diabéticos) sin causar efectos indeseables en el

metabolismo de grasas y carbohidratos.

58



4.0 Materiales y métodos
Modelo animal y racion de alimento

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 140 y 160 g,
adquiridas en el bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Autonoma de San Luis Potosi. Cada animal constituyé una unidad experimental,
se mantuvieron en cajas de acrilico individuales en una habitacién con condiciones
de temperatura y humedad controladas y con un ciclo de luz oscuridad invertido de
12/12. Los animales se mantuvieron en un periodo adaptacion de 5 dias antes de
comenzar el experimento, fueron alimentados con una racion estandar para
roedores (Rodent Laboratory Chow 5001, Agribands Purina, México) y agua ad
libitum. Y se mantuvieron de acuerdo con las recomendaciones éticas de la Norma
Oficial Mexicana de especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso
de los animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999).

Induccion de la obesidad

Los animales se mantuvieron durante una semana como periodo de adaptacion,
se les proporcioné una racién de alimento estandar (Rodent Laboratory Chow
5001, Agribands Purina, México) suplementada con 10% aceite de coco (Alquimia
mexicana S.A. de C.V.), 15% fructosa y agua ad libitum, cuando los animales

alcanzaron un peso superior a 400 g se consideraron obesos.

Induccién experimental de la diabetes

El estado hiperglucémico de las ratas se indujo con el farmaco
Estreptozotocina (STZ) (Sigma SO130, St. Louis, MO, USA) disuelta en solucion
amortiguadora de citrato de sodio 0.01 M a un pH de 4.5. La STZ es un antibiético
usado en animales de experimentacion (Areas, 2003); induce la expresion de
citocinas en los islotes pancreéticos provocando la muerte de las células B por

apoptosis a través de la formacion de radicales libres y oxido nitrico (Turk et al.,
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1993). Para llevar a cabo la induccion a la diabetes, se dejaron a los animales en
ayuno por 12 h, se administré una dosis Unica de 40 mg/kg de peso corporal por
via intraperitoneal, al tercer dia de haber administrado el antibiético, se tomaron
muestras de sangre de la vena caudal, para evaluar el estado de salud con un
glucometro portatil (Ascencia Elite, Bayer, Francia). Se consideraron los individuos
diabéticos si las concentraciones de glucosa sanguinea después de 12 h de ayuno
eran superiores a 250 mg/dL. Para mantener la concentracion de glucosa
sanguinea entre 250 y 350 mg/dL y simular asi el estado metabdlico de un
enfermo de DM Il sin control terapéutico, se administraron dos dosis diarias
(mafana y tarde) de insulina de accion intermedia (Eli Lilly HI-310 NPH, México).
Las dosis administradas fueron de una a tres unidades por via subcutanea,

durante el periodo que duro el experimento (cinco semanas).

Se tuvieron 16 tratamientos divididos en dos condiciones corporales
(obesos y no obesos) y dos estados de salud (diabéticos y no diabéticos),
suplementados con a) C. intybus, b) H. tuberosus, c) A. tequilana y d) sin

fructanos, 6 individuos por tratamiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos distribuidos segun la condicién corporal y el estado de salud

Tratamientos

Estado de salud Alimentacion Fructanos 15 %
Sin fructanos
Racién estandar para roedores C. intybus
Obesos sin/ con diabetes | Rodent Laboratory Chow 5001 + 10% aceite

A.angustifolia
Peso =400 g de coco + 15% fructosa g

Contenido calérico = 140.2 Kcal = 586.85 KJ H. tuberosus

Sin fructanos

Racion estandar para roedores C. intybus

No obesos sin/con | Rodent Laboratory Chow 5001 A.angustifolia

diabetes. Peso = 300 Contenido calérico = 93.5 Kcal = 391.34 KJ H 1UbErosUs

Eleccion de la dosis

Con el proposito de elegir la dosis 6ptima de suplemento de fructanos de A.
angustifolia, C. intybus y H. tuberosus, en términos de la relacion biolégica de

animales sanos obesos, obesos diabéticos, no obesos y no obesos diabéticos, se
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realizd6 un ensayo exploratorio en base en la variacion del peso corporal, que
consistio en utilizar 16 ratas con peso = 400 g divididas en cuatro tratamientos,
suplementadas con fructanos de C. intybus (0.0, 5.0, 10.0 y 15.0 %) mezclados en
el alimento. Se escogio este fructano por que es el mas documentado, ha sido
evaluado en ratas Wistar en dosis entre 9 y 10% y se ha observado a estas dosis,
la capacidad de los fructanos de regular el metabolismo de lipidos y carbohidratos
(Delzenne et al.,2002, 2007; Reimer y Russell, 2008). Posteriormente, se registro
el consumo diario de alimento, asi como, el peso corporal de los animales cada

semana, durante un periodo de 4 semanas y se analizé la variacion del peso.

Porcentaje de variaciéon de PC = (PCf—PCo) * 100
PCo

Donde:

PC es el peso corporal promedio.
PCf es el peso corporal promedio final.

PCo es el peso corporal promedio inicial.

Porcentaje de disminuciéon de CA = (CAf— CAo0) * 100
CAo

Donde:
CA es el consumo alimentario promedio.
CAf es el consumo alimentario promedio final.

CAo0 es el consumo alimentario promedio inicial.
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Parametros biogquimicos
Muestras sanguineas

Las muestras de sangre fueron tomadas una vez por semana de la vena caudal de
las ratas, y se recolectaron en tubos microtainer con separador de gel 600 — 800
puL(BD), se dejaron reposar por 30 minutos. Posteriormente se centrifugaron a
3000 rpm durante 15 minutos, se separ0 el suero y se congeldo a -20° C.
Posteriormente se midi6 glucosa, colesterol total, triglicéridos, lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y lipoproteinas de baja densidad (LDL), usando kits de reaccion
enzimatica (Elitech, Bruselas, Bélgica) empleando un espectrofotdmetro (RAS50,
BAYER).

Glucosa

Para realizar la prueba de glucosa sérica se siguié el método de la glucosa
oxidasa, el cual consiste en que por medio de la enzima glucosa oxidasa, la
glucosa se convierte en un acido glucénico y peroxido de hidrégeno, el cual en
presencia de peroxidasa oxida el cromdgeno (4-aminoantipirina/fenol), formando
un compuesto de color rojo lo que permite su medicién espectrofotométricamente
a una longitud de onda de 500 nm (Trinder, 1969; Burrin y Price, 1985).

Colesterol total

La medicion de colesterol total se basé en el método de colesterol éster
hidrolasa; los ésteres de colesterol se hidrolizan por accion la enzima colesterol
ester hidrolasa para liberar colesterol y acidos grasos. El colesterol libre existente
junto con el producido por esta reaccion se oxida por la accion de colesterol
oxidasa en A4-colestenona y peroxido de hidrégeno. Este ultimo, en presencia de
peroxidasas, oxida al cromoégeno (4-aminoantipirina/fenol), formando un

compuesto de color rojo, con el que se analiza la concentracion de colesterol a

62



través de espectrofotometria a una longitud de onda de 500 nm (Allain et al.,
1974).

Triglicéridos

En la reaccion, los triglicéridos son primeramente hidrolizados mediante la enzima
lipasa para generar glicerol y 4cidos grasos. El glicerol es oxidado por la glicerol
fosfato oxidasa, produciéndose dihidroxiacetona fosfato y peréxido de hidrégeno.
La peroxidasa cataliza el acoplamiento del peroxido de hidrégeno con 4 —
aminoantipirina y sodio N-etil-N-3 sulfopropil m-anisidina para producir una
quinoneimina. El color rosa producido por la quinoneimina se lee a 500 nm, el
incremento del color es directamente proporcional a la concentracién de

triglicéridos presentes en la muestra.

Lipoproteinas de alta densidad HDL

Para llevar a cabo esta prueba se us6 el método de inmunoinhibicion
directo, donde el anticuerpo antip-lipoproteina humana se une a las lipoproteinas
(LDL, VLDL y quilomicrones) distintas de las HDL. Al afiadir el reactivo enzimatico
(colesterol esterasa y colesterol oxidasa), los complejos antigeno-anticuerpo
bloguean las reacciones enzimaticas con colesterol HDL y dan como resultado un
complejo de color azul debido a la condensacion oxidativa de F-DAOS [(N-etil-N-
(2-hidroxi-3—sulfopropilo)-3,5-dimetoxi-4-fruroanilina], sal de sodio y 4-
animoantipirina (4-AA) en presencia de peroxidasa. La absorcion del complejo de
color azul se mide a una longitud de onda de 620 nm (Burtis y Ashwood, 1994;
Gordon et al., 1977; Grundy, 1993; Rifai y Warnick, 1994).
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Disefio experimental

El disefio experimental para el analisis de la variacion del peso corporal, fue
con asignacion de tratamientos completamente al azar, con una comparacion de
medias de Tukey. Para los resultados del andlisis bioquimico, el disefio
experimental fue con asignacién de tratamientos completamente al azar y una
comparacion de minimos cuadrados con el procedimiento LSMEANS, ademas, se

hicieron pruebas de normalidad con el paquete estadistico SAS (1999).

El periodo del experimento fue de cinco semanas durante las cuales los
suplementos se suministraron por via oral en mezcla con el alimento, una vez
iniciado el experimento, semanalmente se extrajo una muestra de sangre de la
vena caudal. Dichas muestras se procesaron para realizar la evaluacion del efecto
de los tratamientos sobre parametros bioquimicos que se alteran normalmente

durante un estado de diabetes como de hiperglucemia e hiperlipidemia.

Andlisis de presencia y abundancia de los géneros Clostridium, Escherichia,
Bifidobacterium y Lactobacillus en heces fecales de ratas

Preparacién de los medios

Para la deteccion de los géneros patdégenos se usaron medios selectivos:
para Clostridium se utilizé el agar Reinforced Clostridial medium (RCM, Difco) y

para Escherichia Eosina y Azul de Metileno (EMB, Bioxon).

Para la identificacibn de los géneros benéficos Lactobacillus vy
Bifidobacterium se sigui6 la técnica propuesta por Su et al., (2007). Para analizar
el crecimiento de Lactobacillus se utilizé agar Man—Rogosa—Sharpe (MRS, Difco)
con un pH de 5.0 y adicionando de 2% (p/v) de verde de bromocresol (Sigma
Aldrich, UK), para asegurar unicamente el crecimiento de esta bacteria se adicion6
una solucion de clindamicina al 1.0% p/v disuelta en agua destilada esterilizada.

Para Bifidobacterium se us6 agar RCM adicionado con azul de anilina (Sigma,
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Aldrich) a una concentracién de 0.09 gL, posteriormente se le agregé &cido

propiénico (Analityca) 3% v/v y el pH fue ajustado a 5.0.

Una vez preparados todos los medios, éstos se vertieron en placas de tres
divisiones y se dejaron a prueba de esterilidad por 24 h a 35°C.

Preparacion de las diluciones

Se sigui6 la técnica de Miles y Misra (1938), que consiste en tomar un
gramo de heces fecales antes de iniciar la administracion de los tratamientos y al
final del experimento. La muestra se disuelve en 9.0 mL de solucién de peptona de
caseina (Merck) al 0.1% y se hacen diluciones de 10* hasta 10°, en cada una las
divisiones de la placa se asign6 una dilucion (tres placas por medio), se tomaron
muestras de 20 pL y se inoculd en la divisién correspondiente (Figura 3). De cada

dilucion se hicieron tres replicas.

Figura 3. Inoculacién de los medios a) RCM, b) EMB, ¢) MRS+verde, d) RCM+azul

Una vez inoculados, los medios RCM sin colorante, MRS+verde de
bromocresol y RCM+azul de anilina, se incubaron a 35°C bajo condiciones de
anaerobiosis durante 72 h. El agar EMB se incub6 por 24 h a 35°C en condicion
de aerobiosis. Al término del periodo de incubacion, se contaron las colonias de
cada género en su respectivo medio, en la divisibn de la placa que mejor
posibilidad de lectura mostraba.
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Histologia de higado

Al final del experimento, se sacrificaron los animales administrando por via
intraperitoneal una sobredosis de pentobarbital sédico, posteriormente las ratas
fueron perfundidas via intracardiaca con 50 mL de solucion fisiolégica y 50 mL de
paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos (Sigma, Aldrich), luego se extrajo
una seccién de higado, que después se procesé con la técnica habitual para
microscopia oOptica, se incluyé en parafina y se hicieron cortes de 5.0 um de
espesor. Se tifieron con hematoxilina-eosina se observaron en un microscopio
optico (Olympus Cx31 Model CX31RTSF), para observar el efecto de los
fructanos, sobre la acumulacion de lipidos en higados de ratas (figura 4). Para la

interpretacion de los resultados se siguieron los siguientes criterios:

Esteatosis grado | (zona 1), ligera con menos de 33% de los lobulillos afectados,

Inflamacion portal: ausente o ligero

Esteatosis grado Il (zona 2), menos del 66% de los lobulillos se ven afectados)
en donde se presenta una inflamacion de los lobulillos, puede haber ligera
inflamacion crénica e inflamacién portal: ligera o moderada. Donde hay un exceso

de la captacion de triglicéridos y las entradas son mayores que las salidas.

Esteatosis grado Il (zona 3), severa, mas del 66% de los lobulillos estan
afectados con inflamacion aguda y crénica, generalmente es de tipo mixto (macro
y microvesicular); fibrosis, Inflamacion portal: ligera o moderada (Cohen et
al.,1997).
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Hematoxilina-Eosina 40 X

Figura 4. Fotografia del corte histolégico de higado: EM = esteatosis macrovesicular, Em =
esteatosis microvesicular, PT = triada portal, VT = Vena porta, 1,2 y 3 = Zonas, Hp
Hepatocito, N = nacleo, Es = Espacio sinusoidal. (Foto, Dra. Maria Guadalupe Cruz Rubio,

2009)
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5.0 Resultados y discusion
Eleccion de la dosis

En lo que corresponde a la primera fase de este experimento, sobre la dosis
de fructanos a utilizar con respecto a la variacidon de peso en ratas obesas, no
hubo efecto de los tratamientos sobre la variacion del peso corporal de los
animales. Se eligio la dosis de 15.0% debido a que fue donde se observo una

tendencia en la disminucion del peso (Figura 5).

% variacion de peso

-30 - Testigo 0.0%  C. intybus 5.0%  C. intubus 10%  C. intybus 15.0 %
Concentracion de fructanos

Figura 5. Ensayo de eleccion de la dosis con respecto a la variacion del peso corporal

En lo que respecta a la segunda fase experimental, se comparoé el efecto de
los fructanos de C. intybus, H. tuberosus y A. angustifolia sobre la ganancia de
peso, las concentraciones séricas de glucosa, colesterol total, triglicéridos, HDL y
LDL (n=6). Las mediciones se realizaron semanalmente, pero para propdsito de
esta tesis solo se presentaron los datos iniciales y finales del periodo que dur6 el
experimento (cinco semanas). Ademas, se evalu6é el efecto sobre la flora

bacteriana benéfica (Bifidobacterium y Lactobacillus) y patégena (Clostridium vy
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Escherichia) en individuos obesos sanos, obesos diabéticos, no obesos sanos y

no obesos diabéticos. Y por ultimo se realizé un estudio de esteatosis hepatica.

Variacién del peso corporal

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza (Cuadro 2), en los
tratamientos obesos sanos y diabéticos, no se observo diferencia significativa en
la ganancia de peso (Figura 6), posiblemente porque la racién con que se aliment6
a los animales era hipercalérica (140.2 Kcal). Kun-Han et al. (2000), evaluaron el
efecto de una racion rica en grasas, suplementada con fructanos tipo inulina en las
concentraciones de 0.0, 0.5 y 1.0% sobre el metabolismo energético de ratones
hembra adultas de la cepa ICR, y ratas adultas de la cepa Wistar, y al igual que en
este estudio, tampoco observaron diferencias en la variacion del peso corporal, en
todas las ratas se presentd un incremento de peso. En lo que respecta a los
animales no obesos, la variacibn del peso corporal fue estadisticamente
significativa (p<0.005), pero dependié basicamente de la fuente de fructanos,
observdndose el menor incremento de peso corporal en los animales
suplementados con fructanos de C. intybus y A. angustifolia, con ganancia de
peso de 27.0 y 29.0 g respectivamente (Figura 7). La interaccion fuente de
fructanos por estado de salud fue altamente significativa (p<0.0005), pero en
dependencia de la fuente de fructanos. En los animales no obesos diabéticos, no
se presentd efecto de los tratamientos sobre la disminucion del peso, los
resultados concuerdan con los obtenidos por Cani et al., (2004), que al estudiar el
efecto de fructanos tipo inulina al 10.0%, sobre la regulacion del apetito y cambio
de peso corporal de ratas jovenes de la cepa Wistar, con un periodo experimental
de 4 semanas, observaron que en todos los animales se incrementd el peso en la
misma proporcion, esto probablemente debido a la edad de las ratas que
continuaron creciendo hasta la etapa adulta. La condicién corporal en individuos
no obesos diabéticos se mantiene en equilibrio, lo que es positivo, ya que

normalmente en individuos diabéticos se presenta una tendencia a disminuir de
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peso corporal debido a que se ven afectadas las reservas de proteinas (Mathews
et al., 2002).

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo publicado por
Reimer y Russell (2008), donde ensayaron el efecto cuatro raciones: 1) sin
fructanos, 2) alta en fibra “inulina 9.0%”, 3) alta en proteina, 4) combinacion de 2)
y 3), sobre ratas obesas y no obesas, el experimento duré tres semanas.

Observaron que todos los tratamientos provocaban un aumento de peso.

Cuadro 2. Cuadrados medio y resultados de la prueba de F de la variacién de peso, para los
animales obesos (sanos y diabéticos) y no obesos (sanos y diabéticos), suplementados

con fructanos.

Fuente variacion G.L. Obesos No obesos
Fuente de fructanos 3 288.50 1119.23**
Estado salud 1 26.80 431.54
Fuente de fructanos x estado 3 543.55 1724.62%**
de salud
Error 31 369.72 224.60
CV.% 169.27 33.39
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Ganancia y/o perdida de peso animales Obesos
80 -

60 | B sanos [1 Diabéticos

40 A

30 -

peso en gramos

20 - I
10 | l L
O T T T T T T I
A B @ D A B

-10 -
Fuente de fructanos
Fuente de fructanos

A = Sin fructanos

B = C. intybus 15.0 %

C = H. tuberosus 15.0 %
D = A. tequilana 15.0 %

Figura 6. Variacion del peso corporal en los tratamientos obesos (sanos y diabéticos)

Ganancia y/o perdida de peso animales No obesos
90 - B sanos O Diabéticos

il

Peso en gramos

50 - l
% k
30
10
A B C

Fuente de fructanos

Fuente de fructanos
A = Sin fructanos

-30 B = C. intybus 15.0 %
C = H. tuberosus 15.0 %
D = A. tequilana 15.0 %
-50 -

Figura 7. Variacion del peso corporal en los tratamientos no obesos (sanos y diabéticos)



Parametros biogquimicos
Glucosay perfil lipidico

Debido a que las concentraciones de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL y LDL,
se alteran durante el desarrollo de DM, y que ello permite en breve conocer el
estado metabdlico del paciente, solo para estos parametros se practicaron los
analisis de variacion. En el Cuadro 3 se muestran los cuadrados medios y los

resultados de la prueba de F correspondiente.

Cuadro 3. Cuadrados medios y resultados de la prueba de F para la concentracién (mg/mL) de
compuestos en sangre de ratas obesas sanas y diabéticas) y ratas no obesas (sanas y diabéticas)

suplementados con fructanos de C. intybus, H. tuberosus y A. angustifolia.

Ratas obesas

Fuente de variaciéon G.L. Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL LDL
Fuente de fructanos 3 579.71 76.97 19.71 42.50 108.00*
Tiempo 1 1518.78* 4408.33*** 215.04 3710.08*** 56.33
Error 35 356.39 180.65 350.47 106.64 34.82
C.V. 17.53 16.57 18.71 18.83 22.46
Ratas obesas diabéticas
Fuente de fructanos 3 11307.33 136.92 514.61 283.60 652.79*
Tiempo 1 367.43 4680.75*** 462.04 816.60* 2507.15**
Error 35 5325.96 166.88 344.61 278.12 196.56
C.v. 22.26 15.93 19.33 29.08 36.26
Ratas no obesas
Fuente de fructanos 3 242.46 20.37 987.77* 70.55 117.89
Tiempo 1 94.21 5238.80*** 1944 .99* 1525.89 1110.90***
Error 35 297.20 146.48 320.58 92.64 58.80
C.v. 16.28 15.4 18.52 19.03 27.28
Ratas no obesas diabéticas

Fuente de fructanos 3 8356.34 309.50 4158.43* 67.24 162.70
Tiempo 1 137147.97**  1399.54** 2315.68* 189.39* 578.76*
Error 35 7541.66 145.71 1105.72 48.00 103.56
C.v. 38.35 14.12 27.73 19.77 20.13
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Glucosa

Los resultados obtenidos revelan que el consumo de fructanos, reduce de
manera significativa (p<0.01) la concentracién de glucosa en ratas obesas (Figura
8), donde los tratamientos suplementados con fuctanos de C. intybus y A.
angustifolia presentaron el mayor efecto, logrando reducir la glucosa sanguinea de
101.8 y 124.71 mg/dL hasta 95.67 y 89.28 mg/dL (6.0 y 28.4%) respectivamente,
lo que reduce el riesgo de padecer DM. De acuerdo con Delzenne et al. (2002),
posiblemente este fendmeno se debié a que se produjo una mayor cantidad de
insulina, provocando un mejor uso de la glucosa. Nuestros resultados concuerdan
con los de Huazano y Lopez (2009), donde analizaron el efecto de fructanos tipo
inulina (Raftiline) y de A. angustifolia al 10%, sobre el metabolismo de
carbohidratos de ratones adultos, observaron que los niveles de glucosa
disminuyeron significativamente (p<0.05) con respecto al testigo en un 11.0y 12.0

% respectivamente.

En lo que respecta a los individuos obesos diabéticos, la concentracion de
glucosa no disminuyd, probablemente debido al desorden metabdlico que
comunmente se presenta en pacientes diabéticos que consumen alimentos ricos
en energia. En los animales no obesos tampoco hubo efecto del tratamiento, lo
gue era de esperarse, ya que estos, desde el inicio presentaron concentraciones
de glucosa normales por debajo de 100 mg/dL, ademas de que la racion que
recibieron no era hipercal6rica, esto parece no ser importante, sin embargo, se ve
que en individuos sanos con una racién normal, suplementada con fructanos no se
altera este parametro. Por ultimo, en los animales no obesos diabéticos, se
presentaron diferencias altamente significativas con respecto al tiempo
(p<0.0001), los animales suplementados con fructanos de A. angustifolia y H.
tuberosus, que inicialmente tenian concentraciones de glucosa de mas de
300mg/dL se redujeron hasta 145.66 y 166.50 mg/dL respectivamente. El alimento
gue se suministré a los animales era el normal, por lo que la disminucién de los

niveles de glucosa pueden atribuirse a los fructanos.
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Colesterol

Las concentraciones de colesterol en individuos obesos, al inicio y al final
del experimento fueron diferentes (p<0.0001), se observd un incremento en todos
los tratamientos (Figura 9), cabe mencionar, que los valores estaban dentro de los
deseables (< 200 mg/dL), lo que indica, que a pesar de la obesidad, el consumo
de fructanos disminuye el riesgo de presentar una enfermedad cardiovascular

como la arterosclerosis.

En lo que respecta a individuos obesos diabéticos, no obesos y no obesos
diabéticos, no hubo diferencia significativa entre los tratamientos y el tiempo, pero
al igual, los niveles de colesterol estdn dentro de la amplitud de colesterol
deseable, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Han et al. (2000),
donde evaluaron el efecto de fructanos tipo inulina 0.5 y 1.0%, extraidos de
Platycodi radix sobre el perfil lipidico de ratones adultos, de igual manera, no
observaron efecto del tratamiento sobre las concentraciones de colesterol y
triglicéridos. Nuevamente, cotejando los resultados de este trabajo con los de
Huazano y Lépez (2009), donde describen que los fructanos de raftiline y de A.
angustifolia, si disminuyen los niveles de colesterol de ratones jévenes en un
39.33 y 43.11 % respectivamente, siendo estos iguales estadisticamente, pero
diferentes al tratamiento sin fructanos, pero no concuerda con los resultados
obtenidos en esta investigacion. Cabe mencionar, que en ese trabajo, los animales
no se colocaron en jaulas individuales, por lo que el consumo de alimento no fue
cuantificado por individuo, ademas de que les colocaron algunos juguetes para

disminuir la agresividad de algunos individuos.

Triglicéridos

En lo que respecta a los triglicéridos (Figura 10), en los individuos obesos
no hubo efecto de los fructanos y el tiempo, la concentracién promedio fue de 100
mg/dL, que de manera positiva esta dentro de los valores deseables (<150

mg/dL), en cuanto a individuos no obesos, tampoco hubo diferencias significativas
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de los tratamientos con respecto al tiempo. En el caso de las ratas obesas
diabéticas, se observé una disminucion significativa con respecto al tiempo
(p<0.05), ya que al inicio del experimento la concentracion de triglicéridos era
mayor a 200 mg/dL, y al término del experimento, en los animales suplementados
con fructanos de A. angustifolia el nivel de triglicéridos disminuy6 a 168.2 mg/dL.
En lo que respecta a animales no obesos no hubo efecto de los tratamientos sobre
la concentracion de triglicéridos, haciendo una comparacion de los resultados
obtenidos en este trabajo, con los de Huazano y Lépez (2009), ellos mencionan
que los fructanos de raftiline y de A. angustifolia presentaron un decremento de
triglicéridos de 27.0 y 23.0% respectivamente, lo que no concuerda con los
observados en este trabajo y posiblemente se deba al metabolismo de los

animales que usaron en su modelo.

Por dltimo, los fructanos de H. tuberosus, A. angustifolia y C. intybus,
también redujeron la concentracion de triglicéridos en animales no obesos
diabéticos de 109.4, 125.83 y 181.83 hasta 94.00, 100.83 y 110.66 mg/dL
respectivamente, sin posibles riesgos de enfermedades coronarias. En contraste
con el estudio de Han et al. (2000), ellos evaluaron el efecto de fructanos tipo
inulina 0.5 y 1.0%, extraidos de Platycodi radix sobre el perfil lipidico de ratones
adultos y no encontraron diferencias significativas en las concentraciones de
colesterol y triglicéridos, y solo concuerdan sus resultados con los obtenidos en
este experimento con el pardmetro de colesterol, posiblemente no observaron un
efecto de los fructanos sobre el metabolismo de lipidos, por la baja concentracion

que utilizaron de fructanos tipo inulina.

HDL

En lo que se refiere a HDL (Figura 11), en individuos obesos, se observé un
incremento en el tiempo (p=0.001), los fructanos de C. intybus y A. angustifolia,
mostraron el mayor incremento de HDL (64.16 y 71.00 mg/dL respectivamente),

este incremento es importante, ya que la funcion del colesterol HDL es arrastrar el
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exceso de colesterol de los tejidos y devolverlo al higado para posteriormente
metabolizarlo o excretarlo, evitando asi que se formen placas ateroscleroticas
(Mathews et al., 2002). En animales obesos diabéticos, las concentraciones de
HDL disminuyeron, lo cual se le puede atribuir al desorden metabdlico normal en
esta enfermedad. En las ratas no obesas, no hubo efecto del tratamiento, aunque
se observa una tendencia a disminuir con el consumo de fructanos de H.
tuberosus, C. intybus y A. angustifolia (41.0, 42.0 y 46.0 mg/dL respectivamente),
cabe mencionar, que estos valores se encuentran dentro de la amplitud normal
que oscila entre 40.0 — 59.0 mg/dL. Por ultimo, en los animales no obesos
diabéticos se observo diferencia significativa en dependencia del tiempo, con
disminucién de los niveles de HDL, los cuales ya estaban disminuidos (abajo de
40.0 mg/dL) antes de iniciar el experimento. También atribuible al desorden
metabdlico ocasionado por la diabetes, lo que, puede incrementar el riesgo de

contraer una enfermedad cardiaca.

LDL

En animales obesos, no se presentd efecto de los tratamientos (Figura 12),
aunque es importante mencionar que las distintas fuentes de fructanos no
favorecen el incremento de la concentracion de LDL. Lo mismo ocurrié con los
individuos obesos diabéticos, en donde los niveles no sobrepasaron el valor limite
optimo, en este estado de salud se observo que todos los fructanos incrementaron
la concentracién de LDL, al final del experimento se obtuvieron los siguientes
resultados 39.00, 3.66 y 69.75 para A. angustifolia, H. tuberosus y C. intybus
respectivamente. Cabe destacar que los fructanos de A. angustifolia, provocaron

el menor incremento de LDL.

En los individuos no obesos, también se hubo diferencia significativa con respecto
al tiempo, los fructanos de A. angustifolia, H. tuberosus y C. intybus provocaron
disminuciéon en las concentraciones de LDL (23.5, 24.42 y 24.66 mg/dL
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respectivamente), estas lipoproteinas se adhieren a las paredes arteriales

produciendo efectos nocivos como padecer una enfermedad coronaria.

En el caso de los individuos no obesos diabéticos, también presentd
diferencia significativa en el tiempo (p<0.01), se observo una disminucion en los

animales que fueron suplementados con todas la fuentes de fructanos.

Reimer et al. (2007) estudio el efecto de una racién alta en fibra que
contenia fructanos tipo inulina (Orafti Raftiline HP) sobre ratas obesas macho de la
cepa JCR:LA-cp y observaron que las concentraciones seéricas de triglicéridos,
HDL vy colesterol total disminuian con respecto a los que no se suplementaron con
fructanos (p<0.05), lo que no coincide con los resultados observados en este
estudio, posiblemente debido a que en ese estudio no se alimentd a los animales
con una racién rica en grasas. Ademas, utilizaron ratas no obesas de la misma
cepa, Yy mencionan que no hubo diferencia significativa de los tratamientos
suplementados con fructanos con respecto al testigo en los mismos parametros,
los resultados en este modelo animal coinciden con los descritos en este trabajo
con animales no obesos sin diabetes, donde observamos que la acumulacién de

grasas en el higado es minima.
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Figura 8. Efecto de los fructanos de C. intybus, H. tuberosus y A. angustifolia, sobre la concentraciéon de glucosa sérica en individuos obesos,
obesos diabéticos, no obesos y no obesos diabéticos

Los tratamientos con diferente literal mintscula, son estadisticamente diferentes
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Figura 9. Efecto de los fructanos de C. intybus, H. tuberosus y A. angustifolia, sobre la concentracion de colesterol sérico en individuos obesos,
obesos diabéticos, no obesos y no obesos diabéticos
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Figura 10. Efecto de los fructanos de C. intybus, H. tuberosus y A. angustifolia, sobre la concentracion de triglicéridos sérico en individuos obesos,
obesos diabéticos, no obesos y no obesos diabéticos

Los tratamientos con diferente literal mintscula, son estadisticamente diferentes
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Los tratamientos con diferente literal minuscula, son estadisticamente diferentes
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Andlisis de la presencia y abundancia de los géneros Bifidobacterium,
Lactobacillus, Escherichia y Clostridium

Los resultados obtenidos en este estudio muestran la abundancia de los géneros
Bifidobacterium, Lactoballus, Escherichia y Clostridium al inicio y final del experimento
(Figura 13). Al inicio, se observé que mayor presencia de Escherichia y Clostridium en
todos los animales, con poblaciones méaximas de 3x10* y 4.1x10* UFCg™
respectivamente, en cuanto a los géneros Bifidobacterium y Lactoballus corresponde,

las poblaciones fueron de 7x10" y 3x10° UFC/g respectivamente.

Al término del experimento, en los animales suplementados con fructanos se
observé un incremento de las poblaciones de Bifidobacterium y Lactobacillus, en
individuos obesos el mayor incremento de bifidos se obtuvo con los fructanos de A.
angustifolia (5x10° UFC g, en el caso de las bacterias lacticas, el mayor crecimiento lo
provocaron los fructanos de H. tuberosus ( 15x10° UFC g™). En los que respecta a los
géneros Clostridium y Escherichia se observé una reduccion de sus poblaciones con los
con los tres tipos de fructanos, lo que concuerda con los estudios realizados por Hidaka
et al.(1991; en Rao, 1999), donde los fructanos tipo inulina suministrados a humanos
durante cinco semanas provocaron un aumento en las poblaciones de Bifidobacterium
de 9.8% a 50.1% , y en lo que respecta a Clostriduim, provocaron una disminucién de

las colonias.

Por otro lado, los tratamientos obesos diabéticos, presentaron mayor crecimiento
de Bifidobacterium con los fructanos de A. angustifolia (6x10° UFC g?), Lactobacillus
obtuvo mayor desarrollo con fructanos de H. tuberosus (3x10* UFC g?) y en lo que se
refiere a Escherichia y Clostridium se observé una mayor reduccion con los fructanos de
A. tequilana con poblaciones de 2x10? y 2x10? UFC g™ respectivamente.

Las ratas no obesas presentaron mayor incremento de las poblaciones de
Bifidobacterium con fructanos de A. angustifolia donde la cuenta fue de 6x10° UFC g™,
las bacterias lacticas obtuvieron un mayor crecimiento con H. tuberosus y A. angustifolia

3.19 y 3.27 UFC/g respectivamente, los géneros Escherichia y Clostridium se vieron
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disminuidos con los tratamientos de H. tuberosus 2x10° y 1x10° UFC/g

respectivamente.

Por otra lado, los animales no obesos diabéticos, presentaron mayor abundancia
de Bifidobactrium con el suplemento de C. intybus y A. angustifolia con resultados de
3x10% y 10* UFC g™ respetivamente. El mayor efecto observado en las poblaciones de
Lactobacillus se debi6 a C. intybus y A. angustifolia (1.8x10° y 3x10* UFC g*
respectivamente). Por ultimo, Escherichia y Clostridium, se vieron afectadas durante la
fermentacion de los fructanos de C. intybus con una disminucién de 3x10? y 2x10% UFC

g, respectivamente.
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Esteatosis hepatica

El estudio histopatoldégico de los cortes del higado de los roedores obesos

alimentados con una racion hipercal6rica adicionada con fructanos de C. intybus,
H. tuberosus y A. angustifolia, presentaron una esteatosis microvesicular grado I,
mostraron alteraciones morfoldégicas menos severas que las de los animales cuyo
alimento no fue suplementado con fructanos, donde la esteatosis fue grado Il
(Cuadro 4). De acuerdo con Delzenne (2002), es posible que el efecto protector de
los fructanos se deba a que el propionato (AGCC), producido durante la
fermentacion de los fructanos sea el responsable de inhibir la proteina acetil-CoA
sintetasa 2 citosolica encargada de la entrada del acetato a la célula hepética,

fendbmeno que contribuye a la disminucién de la lipogénesis y colesterolgénesis.

En individuos obesos diabéticos se presentaron tres casos de esteatosis
grado lll, cabe mencionar que aunque en la mayoria de los casos, la esteatosis
gue se presentd es ligera (grado 1), con base en Donnelly et al. (2005), se podria
suponer que los depositos de triglicéridos son transportados a los tejidos
periféricos por lo que en los animales que consumieron fructanos de C. intybus

presentan altas concentraciones de triglicéridos.

Cuadro 4. Resultados de esteatosis hepética en ratas obesas, obesas diabéticas, no obesas y no
obesas diabéticas

Esteatosis microvesicular

Obesos Obesos diabéticos No obesos No obesos diabéticos
Testigo grado 2 grado 1 grado 1 grado 1-2
C. intibus grado 1 grado 1-2 grado 1 grado 1
A. angustifolia | grado 1 grado 1 grado 1 grado 1
H. tuberosus |grado 1 grado 1 grado 1 grado 1

86



6.0 Conclusiones

1.- No hubo efecto de los tratamientos sobre el peso de los animales obesos (sano

y diabético).

2.- Los fructanos de A. angustifolia y de C. intybus, reducen la ganancia de peso

sobre las ratas no obesas sanas.

3.- Los fructanos de A. angustifolia disminuyen los niveles de glucosa en

individuos obesos y no obesos diabéticos.

4.- En individuos no obesos sanos y diabéticos, los fructanos de A. angustifolia y

H. tuberosus reducen los niveles de colesterol total.

5.- El mayor incremento de HDL lo provocaron los fructanos de A. angustifolia en

ratas obesas.

6.- Los fructanos de Agave angustifolia tiene mayor efecto sobre el metabolismo

de lipidos y carbohidratos de individuos obesos y no obesos diabéticos

7.- Los fructanos de A. angustifolia estimulan el crecimiento de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus, reducen las poblaciones de especies de los

géneros Escherchia y Clostridium.

8.- Se observé un efecto protector de las tres fuentes de fructanos sobra la
acumulacion de lipidos en el higado de las ratas obesas.

9.- El consumo de fructanos de A. angustifolia en la racién alimenticia mexicana,
podrian prevenir el riesgo de padecer enfermedades crénico degenerativas, como

la DM, asi como, enfermedades cardiovasculares.
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