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Resumen

Uno de los mayores géneros microbianos que habitan el tracto gastrointestinal son las bifidobacterias. Se ha visto
gue la cepa probidtica Bifidobacterium longum BB536 es segura y promueve la modulacion de la microbiota
intestinal. Los prebidticos, como los fructanos de agave, pueden estimular el crecimiento de Bifidobacterium spp.
La naringina es una flavanona poco soluble en agua, que también puede favorecer la modulacién de la microbiota
al inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas y fomentar el crecimiento de bacterias probioticas. Es posible
mejorar la bioaccesibilidad y solubilidad de la naringina al ser encapsulada en B-ciclodextrina. La combinacion de
fructanos de agave y naringina con B-ciclodextrina puede aumentar su efectividad en la promocién del crecimiento
de B. longum BB536.

En este trabajo se analiz6 la capacidad de la cepa probidtica B. longum BB536 para metabolizar los fructanos de
agave y el complejo de naringina/B-ciclodextrina. Los resultados indican que estos sustratos podrian ser una

opcién de sustrato bifidogénico para productos pre y probiéticos.
Palabras clave: simbidtico, bifidobacteria, prebiético, probidtico
Abstract

Bifidobacteria is one of the largest microbial genera inhabiting the gastrointestinal tract. The probiotic strain
Bifidobacterium longum BB536 is safe and promotes the modulation of intestinal microbiota. Prebiotics, such as
agave fructans, can stimulate the growth of Bifidobacterium spp. Naringin is a water-insoluble flavanone that can
also promote modulation of the microbiota by inhibiting the growth of pathogenic bacteria and promoting the growth
of probiotic bacteria. Combining agave fructans and naringin with B-cyclodextrin may increase their effectiveness

in promoting the growth of B. longum BB536.

This study analysed the capacity of the probiotic strain B. longum BB536 to metabolize agave fructans and the
naringin/pB-cyclodextrin complex. The results indicate that these substrates could be a bifidogenic option for pre-

and probiotic products.

Keywords: synbiotic, bifidobacteria, prebiotic, probiotic
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Introduccién

Uno de los mayores géneros microbianos que habitan
el tracto gastrointestinal son las bifidobacterias.
Bifidobacterium longum BB536 es una cepa probidtica
gram positiva, anaerobia y reconocida por la Food and
Drug Administration (FDA) como segura. Ademas, B.
longum BB536 ha mostrado ser efectiva para la
modulacién de la microbiota, mejorando sintomas
gastrointestinales derivados de la intolerancia a la
lactosa, alteraciones del metabolismo del lumen
intestinal, entre otros (Sugahara et al., 2015; Vitellio et
al., 2019).

Los probidticos son definidos como aquellos
microorganismos que, al administrarse en cantidades
adecuadas, confieren un beneficio a la salud del
hospedero. Estos microorganismos deben mostrar
ciertas caracteristicas y requerimientos tales como:
ser aislados de individuos sanos, no ser una cepa
patogénica, por lo que debe estar desprovista de
resistencia a

plasmidos que puedan generar

antibiéticos, ademas de tener la capacidad de
del
gastrointestinal (Food and Agriculture Organization
(FAO), 2002; Hill et al., 2014).

Los prebiéticos son sustratos que estimulan el

adherirse 'y colonizar el epitelio tracto

crecimiento de los microorganismos probioticos y que

producen una modulacion de la microbiota del

hospedero (Gibson et al.,, 2017). En ese sentido,

aquellos prebidticos que son especificamente

metabolizados por bifidobacterias se denominan

“pbifidogénicos”. Este potencial sinérgico puede variar

entre las especies autéctonas y aléctonas de
Bifidobacterium, por lo tanto, es conveniente evaluar
su afinidad a la hora de disefiar formulaciones que
contengan pre y probioticos (Ganzle et al., 2021).

(FOS) vy

fendlicos tales como los fructanos de agave y la

Los fructooligosacaridos compuestos
naringina son considerados prebioticos, ademas de
que promueven la salud e integridad del epitelio
gastrointestinal (Liu et al., 2017.; P. Liu et al., 2020).
Los FOS més estudiados son los derivados de la
Cichorium intybus, sin embargo, también se utilizan los
de trigo y fructanos de agave. La adicion de FOS
promueve el aumento de la poblacion autéctona de
Bifidobacterium spp. (Nagy et al., 2022). Los fructanos
de agave actlan como un prebiético efectivo para
promover el crecimiento de bacterias probiéticas como
Bifidobacterium spp. en el tracto gastrointestinal.
Ademas, los fructanos de agave han (Armas Ramos et
al., 2019; McRorie & McKeown, 2017)mostrado ser
antioxidantes y antiinflamatorios, lo que sugiere que
podrian tener efectos beneficiosos mas amplios en la
salud humana. En general, el uso de fructanos de
agave como un prebidtico natural podria ser una
estrategia efectiva para mejorar la salud intestinal y
promover el crecimiento de bifidobacterias.

Ahora bien, la naringina es la flavanona glicosilada
mas abundante en las toronjas y principal responsable
de su amargor. La naringina ha mostrado tener
actividad antiinflamatoria, antioxidante y
antimicrobiana. Debido a este Ultimo punto, la

naringina favorece la modulacion de la microbiota
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mediante la inhibiciobn del crecimiento de bacterias
patégenas y fomentando el crecimiento de bacterias
probiéticas (Raja Kumar et al., 2019; Zhao & Liu,
2021). Sin embargo, es conveniente determinar cuales
son las cepas probidticas que se benefician de este
flavonoide. Ademas, algunos autores (Cui et al., 2012;
Gratieri et al.,, 2020; Xu et al., 2014) recomiendan
formar un complejo con B-ciclodextrina para aumentar
su bioaccesibilidad, biodisponibilidad y solubilidad.

El objetivo del presente trabajo es identificar in vitro el
potencial bifidogénico de los fructanos de agave,
naringina/B-ciclodextrina y su combinacién sobre la
cepa probidtica Bifidobacterium longum BB536.

Material y Métodos
Material

La naringina (pureza >98%) y L-cisteina fueron
compradas de Sigma-Aldrich (CDMX, México), la B-
ciclodextrina, los fructanos de agave fueron
comprados de The lidea Company (Jalisco, México),
el medio MRS fue comprado de Difco (Detroit, Ml,
USA) y el agar BSM se obtuvo de Becton Dickinson
MD, USA).

reactivos utilizados eran de grado analitico.

and Company (Sparks, Los demas

Preparacion del complejo naringina/3-ciclodextrina

La encapsulacion de naringina se realizé de acuerdo
con la metodologia descrita por Xu et al. (2014) con
modificaciones. La naringina y la B-ciclodextrina se
pesaron en relacion molar 1:1. La naringina se disolvio
en etanol al 80% para posteriormente afiadir una

soluciéon acuosa de B-ciclodextrina. Se mantuvo en

agitacion por 30 min a 60 °C y luego por 5 h més sin la
aplicacién de calor. La mezclase guardé 12ha 4 °Cy
posteriormente fue secada por aspersién (DL410,
Yamato Scientific America Inc., Santa Clara, CA,
USA). El secado fue realizado con una temperatura de
entrada de 130 °C usando una tasa de aire seco de
0.4 m3/min a 320 kPa. La temperatura de salida fue de
55 + 2 °C. El polvo recuperado se guardo en bolsas al
vacio a 25°C.

Cepa bacteriana y condiciones de cultivo

La cepa Bifidobacterium longum BB536 fue obtenida
de América Alimentos (Jalisco, México) y activada de
soluciones stock mantenidas a -80°C en glicerol al
50% y medio MRS suplementado con 0.05% de L-
cisteina. La activacion de la cepa se llevé a cabo por
dos cultivos sucesivos en medio MRS con cisteina a
38°C por 72 horas en condiciones anaerobias. Las
condiciones anaerobias se llevaron a cabo en jarra de
anaerobiosis (Oxoid Ltd., Basing-stoke, UK) con

bolsas generadoras de anaerobiosis (GasPak, BD).

Efecto prebiotico sobre B. longum

La cinética de crecimiento se realiz6 de acuerdo con
el reporte de Gonzélez-Avila, et al. (2014) con
modificaciones. El medio MRS con cisteina fue
modificado reemplazando la glucosa como fuente de
carbono con los diferentes sustratos (20 g/L) (Tabla.1).
El medio sin glucosa fue usado como control negativo
y el medio con glucosa fue usado como control

positivo. Para determinar la viabilidad de B. longum
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BB536 con cada sustrato, se cultivo en agar BSM para
posterior conteo y estimacién de UFC mL1.

Tabla. 1. Fuentes de carbono utilizadas

Fuente de hidratos de carbono (20 g/L)

B-ciclodextrina (BCD)
Naringina (NAR)
Sacarosa (SAC)

Fructanos de agave (FRU)
Naringina/B-ciclodextrina (NB)

Naringina/B-ciclodextrina y fructanos de agave (NBF)

Sin fuente de hidrato de carbono (SINHC)

Analisis estadistico
Se utiliz6 el software Statgraphics Centurion XVII
17.0.16 (Statpoint

Warrenton, VA, USA). Los experimentos se realizaron

Version Technologies, Inc.,
por duplicado. Los datos fueron expresados como la
media + desviacion estandar. El andlisis de varianza
fue utilizado para conocer las diferencias entre los
tratamientos, esto de acuerdo con la prueba de Tukey,

con nivel de significancia de 95%.

Resultados y Discusién

La naringina, una flavanona glicosilada, representa un
compuesto con potencial bioactivo, pero su aplicacién
tanto en entornos clinicos como experimentales se ve
limitada por desafios importantes, como su baja
solubilidad, bioaccesibilidad y biodisponibilidad. Estas
limitaciones dificultan su utilizacién practica y su

incorporaciéon en formulaciones farmacéuticas y

alimentos funcionales. Por tanto, se requieren
enfoques innovadores para superar estos obstaculos
y aprovechar al maximo los beneficios terapéuticos y

nutricionales de la naringina.

Una de las estrategias utilizadas para mejorar la
solubilidad y biodisponibilidad de la naringina es la
formacion de complejos de inclusion con otras
moléculas. Entre estas, la B-ciclodextrina ha sido
ampliamente estudiada y utilizada como agente de
encapsulacion debido a su capacidad de formar
complejos con compuestos hidrofébicos, como la
naringina. La B-ciclodextrina, con su estructura anular,
puede envolver a la naringina en su interior,
protegiéndola de la interaccién con el agua y, por lo
tanto, mejorando su solubilidad en medios acuosos.
Ademas, este proceso de encapsulacion contribuye a

aumentar la estabilidad del compuesto y prevenir su
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degradacion prematura, lo que es esencial para
garantizar la eficacia terapéutica y la viabilidad de
aplicaciones practicas (Wen et al., 2010).

En el presente trabajo, se llevé a cabo la preparacion
del complejo de inclusién de naringina/B-ciclodextrina
utilizando el método previamente descrito por Cui et al.
(2012). Como resultado, se obtuvo un polvo altamente
dispersable en agua (Fig.1). También se muestra la

diferencia en la dispersion de la naringina sola y el

Agua destilada

Naringina/3
-ciclodextrin
a

Naringina Naringina

Naringina/f8
-ciclodextrin
a a

complejo de inclusiéon de naringina/p-ciclodextrina a
distintos valores de pH y a una temperatura de 38 °C,
siendo la temperatura y el pH cercano a 7 el que se
us6 para las pruebas de crecimiento, es relevante
destacar que estos dos parametros son considerados
factores que pueden tener un impacto significativo en
formado

la solubilidad del complejo

Moghaddam et al., 2020).

(Heidary

Naringina/f8
-ciclodextrin

Naringina

Fig. 1. Solubilidad de naringina y naringina/ B-ciclodextrina en agua a distintos pH.

La dispersion uniforme y estable del complejo de
inclusibn en agua sugiere un exitoso proceso de
donde

formacion, la B-ciclodextrina encapsula

eficazmente a la naringina, mejorando asi su

solubilidad y evitando la formacién de agregados que
serian caracteristicos de la naringina no complejada
(Oliveira et al., 2020). Por otro lado, la naringina sola,

sin formar el complejo, muestra una tendencia a
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formar agregados y precipitar en el medio acuoso.
Esta limitacion en su solubilidad restringe su
capacidad para disolverse y puede afectar su
bioaccesibilidad y biodisponibilidad a la hora de ser
metabolizada por bacterias probidticas como sustrato
energeético o incluso por los seres humanos lo que, en
Gltima instancia, mermaria su potencial bioactivo
(zhao et al., 2021). Esta mejora en la solubilidad y
estabilidad es crucial para ampliar las aplicaciones
potenciales de la naringina en diversas areas, como la
formulacién de productos farmacéuticos o alimentos

funcionales.

La cepa B. longum BB536, exhibe requerimientos
nutricionales especificos para su crecimiento y
supervivencia oOptimos. Entre estos, destacan las
fuentes de carbono, carbohidratos y aminoacidos
esenciales como la cisteina y metionina, que
desempefan un papel crucial en el metabolismo y
sintesis proteica bacteriana. Asimismo, esta cepa
requiere la presencia de vitaminas esenciales,
incluyendo el &cido nicotinico y el folato, que son
vitales para diversas rutas metabolicas y el
funcionamiento celular adecuado. También se han
identificado otras vitaminas pertenecientes al complejo
B, que son indispensables para el crecimiento y

desarrollo de la bacteria (Schopping et al., 2021).

Los resultados mostraron que el fructano de agave
(FRU) fue el sustrato que favoreci6 una mayor
viabilidad en el medio MRS modificado, alcanzando un
conteo final de 1.62 x 10'° UFC/mL* (p < 0.05) (Fig.2).

Estos hallazgos sugieren que la presencia de
fructanos de agave por si solos favorecen el
crecimiento y la viabilidad de B. longum BB536, similar
a lo reportado por otros autores que han utilizado
oligofructosa producida por hidrélisis enzimatica de la
inulina de achicoria y donde tuvieron conteos finales
arriba de 1.0 x 10° UFC mlI~1y un indice de crecimiento
de 73.01% con fructooligosacaridos (FOS) al 4%.
Ademas, en un estudio reciente de Parhi et al. (2022)
observaron que la cepa B. longum ATCCBAA-999 tuvo
73.01% con

fructooligosacaridos (FOS) al 4%. Por lo tanto, el

un indice de crecimiento de
crecimiento de las bacterias se atribuye a la actividad
de la fructofuranosidasa, aunque es importante tener
en cuenta que la viabilidad celular dependerd del
grado de polimerizacién de los FOS y de la cepa
especifica de bifidobacteria utilizada.

Ahora bien, la combinacién del complejo de
naringina/p-ciclodextrina con fructanos de agave
(NBF) permitié una viabilidad similar al control positivo
en cual contenia sacarosa (SAC) teniendo conteos de
9.3y 4.8 x 10° UFC ml™ respectivamente. Se puede
observar este crecimiento debido a que B. longum
BB536 es capaz de matabolizar el complejo NBF ya
gue presenta un conjunto de enzimas conocidas como
B-glucosidasas, que juegan un papel crucial en el
metabolismo de flavonoides. Estas [B-glucosidasas
tienen la capacidad de hidrolizar los enlaces de
glicésidos presentes, por ejemplo, en la naringina,
liberando asi, la aglicona, la cual se encuentra unida a

dos ramnosas.
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Fig. 2. Viabilidad de B. longum BB536 en presencia de los diferentes sustratos.

Este proceso de hidrélisis es fundamental para iniciar
con la deglicosilacion de la molécula, facilitando su
asimilacion y utilizacion por parte de la bacteria
(Braune & Blaut, 2016).

Esto se evidencia en trabajos como el de Pereira-Caro
et al. (2015), en el cual reportaron que la cepa B.
longum RO175 es capaz de metabolizar flavanonas
gracias a la accién de las B-glucosidasas de esta cepa,
que permiten la deglicosilacion de los compuestos. Sin
embargo, se detectd que dosis elevadas de naringina
(>50 pg/mL) pueden inhibir o reducir la viabilidad del
microorganismo. En este estudio, se obtuvieron
resultados similares, ya que la presencia de naringina
(NAR) en el medio provocd una reduccién en el

crecimiento de B. longum BB536, llegando a un conteo

final de 1.4 x 108 UFC ml™. Incluso en el medio con el
(NB), el

crecimiento también se vio disminuido, obteniendo un

complejo de naringina/B-ciclodextrina
conteo de 1.6 x 10° UFC ml™l. Estos datos fueron
comparables con el control negativo carente de fuente
de hidrato de carbono (sinHC), donde solo se obtuvo
una cantidad de 1.6 x 107 UFC ml™.

Adicionalmente, Fidélix et al. (2020) llevaron a cabo un
estudio clinico en el que observaron que el consumo
diario de jugo de naranja provoc6 cambios en la
microbiota de los participantes, especificamente, se
incrementd la poblacién de Bifidobacterium spp.,
atribuyendo este aumento a la presencia de

flavanonas en el jugo.
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También se evalu6 a la B-ciclodextrina (BCD) para ver
si tenia capacidad de sustrato energético. Si bien es
un elemento que se utilizd para mejorar la solubilidad
de la naringina y no se ha estudiado su posible efecto
prebidtico a profundidad; en este trabajo se pudo
encontrar que permitié una viabilidad similar a SAC y
NBF, teniendo un conteo final de 8.5 x 10° UFC ml™®

También se evalué la B-ciclodextrina (BCD) para
determinar si tenia alguna capacidad como sustrato
energético. Aunque se utilizé principalmente para
mejorar la solubilidad de la naringina y no se ha
estudiado exhaustivamente su potencial efecto
prebiético, los resultados de este trabajo revelaron que
la B-ciclodextrina permitié una viabilidad similar al
medio con sacarosa (SAC) y la combinacion de
naringina/B-ciclodextrina (NBF), alcanzando un conteo
final de 8.5 x 10° UFC ml1l. Singh et al. (2018)
realizaron un trabajo en el que observaron que la
incorporacion de B-ciclodextrina en la encapsulacién
de L. rhamnosus GG en particulas de celulosa-
guitosano mejoraba significativamente la viabilidad de
las células, incluso independientemente del tamafio de
las particulas utilizadas. Ademas, la presencia de B-
ciclodextrina aumentd la eficiencia de encapsulacion,
lo que resulté en una mayor proteccion de las células
durante la fluidos

probioticas exposicion  a

gastrointestinales simulados.

Estos resultados sugieren que la [-ciclodextrina
podria desempefar un papel mas relevante en el

crecimiento y la viabilidad de B. longum BB536 de lo

gue se pensaba inicialmente. Aunque su principal
funcion fue como material encapsulante, su capacidad
para soportar el crecimiento bacteriano de manera
similar a otras fuentes de hidratos de carbono abre
nuevas perspectivas para futuras investigaciones
sobre su potencial como prebidtico. Dado que los
prebidticos son sustancias no digeribles que
promueven selectivamente el crecimiento y actividad
de microorganismos benéficos en el intestino, la B-
ciclodextrina podria ser un candidato prometedor para
ser estudiado en mayor profundidad como un posible
compuesto prebiético.

Los resultados obtenidos hasta ahora solo
proporcionan un primer vistazo a la influencia de la
combinacion de fructanos de agave y naringina/B-

ciclodextrina en la viabilidad de B. longum BB536.

Para entender completamente su efecto y potencial
como simbibtico, se requiere una investigacion mas
detallada, incluyendo estudios in vitro e in vivo que
evallen su capacidad para promover el crecimiento de
bifidobacterias y su impacto en la composicion de la
microbiota intestinal. Seria de gran interés explorar si
la combinacion de fructanos de agave y naringina/f3-
ciclodextrina puede tener algun efecto sinérgico,
permitiendo nuevas oportunidades en el desarrollo de

formulaciones prebidticas y probiéticas mas efectivas.

Conclusion
Los resultados obtenidos en este estudio indican que
la combinacién de

fructanos y naringina/B-
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ciclodextrina favorece el crecimiento y viabilidad de B.
longum BB536, mostrando potencial como sustrato
bifidogénico y simbidtico. La actividad de las enzimas
B-glucosidasas en la bacteria juega un papel crucial en
el metabolismo de la naringina, permitiendo su

deglicosilacion y asimilacion.

Ademas, la B-ciclodextrina, utilizada principalmente
para mejorar la solubilidad de la naringina, también
podria tener un efecto beneficioso como posible
compuesto prebidtico, aunque se requiere mas
investigacién para comprender completamente su
potencial y funcién en el crecimiento bacteriano.

Se requiere seguir explorando las interacciones entre
prebidticos, probidticos y componentes bioactivos
para comprender mejor los efectos sinérgicos y
potenciar su aplicacion en intervenciones nutricionales
gue mejoren la salud intestinal y el bienestar general
del individuo. La investigacion en esta area tiene el
potencial de abrir nuevas oportunidades para el
desarrollo de formulaciones méas efectivas que
otorguen beneficios para la salud.
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A1-S-34273) por el financiamiento del trabajo.
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