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RESUMEN 
 

El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es una rica fuente de compuestos fenólicos 

(CF) que incluyen diversos ácidos fenólicos y flavonoides, los cuales poseen 

actividades biológicas, como antioxidante, antimutagénica, anticancerígena e 

hipoglucemiante. Sin embargo, la mayoría de los estudios realizados sobre CF en 

frijol común se limitan a técnicas de extracción (extractos metanólicos y 

etanólicos), no permitiendo la caracterización y evaluación de la actividad biológica 

de CF ligados. En los alimentos, los CF se encuentran como estéres, glucósidos y 

polímeros; y para que estos sean liberados es necesario que se sometan a 

hidrólisis enzimática en el tracto digestivo y en la fermentación colónica. Es por 

ello, que a través del tracto gastrointestinal tanto el perfil de los CF como sus 

propiedades biológicas se ven afectados, ya que estos son liberados de la matriz 

alimentaria o biotransformados. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue 

caracterizar el perfil de CF y evaluar la capacidad antioxidante del frijol común 

cocido (P. vulgaris, variedad Bayo Madero) a través de la digestión enzimática y 

fermentación colónica  in vitro. Así como determinar los metabolitos de 

fermentación de CF y evaluar la actividad antiinflamatoria de los productos de 

fermentación colónica sobre macrófagos murinos, usando como marcador la 

producción de óxido nítrico (NO). Los CF se liberaron principalmente durante la 

fermentación colónica in vitro, donde la capacidad antioxidante (ABTS) también 

fue la más alta; siendo el extracto de fermentación colónica de 12 h (EF 12h) el  

que presentó una mayor concentración de CF, así como la más alta capacidad 

antioxidante (ABTS). Los CF bioaccesibles mostraron correlaciones >0.8919 con 

la capacidad antioxidante (ABTS) para cada etapa de la digestión enzimática y 

fermentación colónica in vitro. Alrededor del 30 al 40% del total de CF 

bioaccesibles en intestino delgado fueron absorbidos. El EF de12h también mostró 

actividad antiinflamatoria al reducir la producción de NO de manera dosis-

dependiente en macrófagos estimulados con lipopolisácaridos (LPS), donde el IC50 

fue del 21.96%. Estos resultados sugieren que las propiedades biológicas 

asociadas a los CF frijol común, como capacidad antioxidante y actividad 

antiinflamatoria, se ejercen principalmente en el colon.  

 

(Palabras clave: Phaseolus vulgaris, compuestos fenólicos, metabolitos de 

fermentación, macrófagos e inflamación) 

  



ABSTRACT 

 

Common beans (Phaseolus vulgaris L.) are rich in phenolic compounds (PC), 

which consumption represents several health benefits and therefore, they have 

been studied extensively. However, most of the studies in the literature are limited 

by the extraction technique (methanolic and ethanolic extracts), not allowing the 

characterization or activity evaluation of the bound polyphenols from common 

beans. In nature, PC are present in foods mainly as esters, glycosides and 

polymers; and they need undergo enzymatic hydrolysis in digestive tract and 

colonic fermentation to be released. Then, the entire digestion process affects the 

profile and the biological properties of the PC since these compounds are being 

released and biotransformed. Therefore, the aim of this work was to characterize 

the PC (HPLC and spectrophotometric techniques) and estimate the antioxidant 

capacity (ABTS radical scavenging and FRAP) released during enzymatic 

digestions and in vitro colonic fermentation of common beans (P. vulgaris cv Bayo 

Madero); also to determine phenolic metabolites and the anti-inflammatory activity 

of the colonic fermentation products on RAW 264.7 murine macrophage cell line. 

PC were released mainly during the in vitro colonic fermentation, where the 

antioxidant capacity (ABTS) was also the highest; colonic fermentation extracts of 

12 h (FE 12h) presented the highest concentrations of PC, as well as the 

antioxidant capacity (ABTS). The PC was positively correlated with the antioxidant 

capacity (ABTS) during the enzymatic digestions and in vitro colonic fermentation 

(r>0.8919). We found out that roughly 30 to 40% from the total bioaccessible PC in 

small intestine were absorbed. EF 12h also presented anti-inflammatory activity by 

the reduction of NO production in dose-dependent manner in LPS-stimulated RAW 

264.7 cells, with IC50 values of 21.96%. Our results suggest that the biological 

properties associated to the PC from common beans, as antioxidant capacity and 

anti-inflammatory activity, are exerted mainly in the colon. 

 

(Keywords: Phaseolus vulgaris, phenolic compounds, phenolic metabolites, 

macrophages and inflammation) 
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I. INTRODUCCIÓN 

El frijol común (Phaseolus vulgaris) es una de las principales leguminosas 

presentes en todo el mundo (Jati et al., 2013). En México, América Latina y África 

es consumido como un alimento básico (Luthria y Pastor-Corrales, 2006). Se 

conoce bien que el frijol común es una buena fuente de proteínas, así como de 

carbohidratos, vitaminas y minerales (de Almeida Costa et al., 2006; Siddiq et al., 

2010). En los últimos años, se ha incrementado la atención sobre esta leguminosa 

como un alimento nutracéutico, debido a su contenido de fitoquímicos con 

beneficios potenciales a la salud, como fibra dietética, compuestos fenólicos, 

péptidos, saponinas, entre otros (Reynoso-Camacho et al., 2006; Campos-Vega et 

al., 2010).  

Dentro de los compuestos fenólicos que presenta el frijol común, incluyen una 

gran variedad de flavonoides como antocianinas, flavonoles y proantocianidinas; 

así como una amplia gama de ácidos fenólicos como el ácido ferúlico, p-cumárico 

y gálico (Beninger y Hosfield, 2003; Aparicio-Fernandez et al., 2005b). Se ha 

demostrado tanto en modelos in vitro como in vivo, que estos compuestos 

presentan actividades biológicas como: antioxidante, antimutagénica, 

anticancerígena, antiinflamatoria, entre otras;  las cuales se han relacionado con 

una disminución en enfermedades no transmisibles (Cardador-Martínez et al., 

2002b; Aparicio-Fernández et al., 2005a; Aparicio-Fernández et al., 2006; Macz-

Pop et al., 2006; García-Lafuente et al., 2014)  

Sin embargo, tanto la caracterización como la evaluación de la actividad biológica 

de los CF del frijol común se han realizado a partir de extractos de frijol sin tomar 

en cuenta el proceso de digestión. Una vez que los compuestos fenólicos son 

ingeridos, sufren biotransformaciones en su paso a través del tracto 

gastrointestinal, debido a las diferentes condiciones que existen en boca, 

estómago, intestino delgado e intestino grueso; lo que sin duda modifica el perfil 

de CF, afectando tanto la bioaccesibilidad como la actividad biológica de los 

mismos (Monagas et al., 2010; Cardona et al., 2013).  
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Se ha reportado que alrededor del 90-95% del total de CF de la dieta, escapan la 

degradación por enzimas intestinales,  llegando al colon para ser fermentados o 

liberados por la microbiota asociada (Clifford, 2004). Algunos de los productos de 

fermentación colónica de los CF son los derivados de los ácidos hidroxifenilacético 

e hidroxifenilpropiónico, los cuales se han estudiado a partir de otros sustratos y 

se ha informado que presentan diversas actividades biológicas entre ellas la 

antiinflamatoria (Larrosa et al., 2009; Monagas et al., 2009).  

Por otra parte, en el grupo de trabajo se ha estudiado la fracción no digerible 

(FND) de frijol común y se ha reportado que presenta importantes cantidades de 

CF; sin embargo,  estos no se han caracterizado ni se les ha dado un seguimiento 

en la fermentación colónica (Feregrino-Pérez et al., 2008; Vergara-Castañeda et 

al., 2010).  

Es por ello, que en este trabajo se dio un seguimiento a los CF durante una  

simulación de digestión gastrointestinal in vitro, caracterizando en cada etapa de la 

digestión a los CF y evaluando la capacidad antioxidante de toda la matriz del frijol 

común cocido (P. vulgaris, variedad Bayo Madero). Así como, determinando los 

metabolitos de fermentación de los CF y evaluando la actividad antiinflamatoria in 

vitro de los productos de fermentación sobre macrófagos murinos. 
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II. ANTECEDENTES 

 

2 Legumbres 

El término legumbre abarca a más de 13 000 especies diferentes, todas de la 

familia Leguminosae. Estas desempeñan un papel importante en la dieta de los 

humanos en todo el mundo (Zhou et al., 2013), especialmente en regiones de 

Latinoamérica, África y Subcontinente asiático, debido a que son una rica y 

económica fuente de proteínas.  También se les considera una buena fuente de 

carbohidratos, vitaminas del complejo B y minerales (Jood et al., 1988). Existen 

alrededor de 20 especies de legumbres que son utilizadas como granos secos en 

cantidades sustanciales para la alimentación humana (de Almeida Costa et al., 

2006; Lin et al., 2008). De las más importantes que usan para el consumo humano 

son soya, cacahuate, frijoles, chícharos, lentejas, garbanzos y habas (Rochfort y 

Panozzo, 2007; Zhou et al., 2013).  

 

2.1 Frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 

2.1.1 Generalidades 

El frijol común (Phaseolus vulgaris) es miembro de Leguminosae, familia 

Phaseoleae, subfamilia Papolionoideae (Bressani, 1993; Graham y Ranalli, 1997). 

En base a evidencias cronológicas, arqueológicas, botánicas y lingüísticas, se 

reconoce que fue domesticado y originado en América (Papa y Gepts, 2003; Papa 

et al., 2005); aunque actualmente su consumo se extiendo por todo el mundo, 

especialmente en países en vías de desarrollo (Shimelis y Rakshit, 2005).   

El frijol común es una de las principales leguminosas presentes en todo el mundo, 

es el tercero en importancia después de la soya (Glycine max L. Merr.) y el 

cacahuate (Arachis hipogea L.) (Watson & Preedy, 2013). En México y en países 

de Centroamérica, Sudamérica y África, es consumido como un alimento básico y 

la ingesta per cápita puede llegar a extenderse hasta 40 kg por año (Leterme y 

Carmenza Muñoz, 2002; Luthria y Pastor-Corrales, 2006). Brasil y México se 

ubican entre los principales países productores de esta leguminosa para consumo 
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nacional (Jati et al., 2013). En la Figura 1 se muestra la estructura de grano de 

frijol común.  

 
Figura 1. Principales partes de la estructura del grano de frijol común 

De SDHM (s.f.)  

 

2.1.2 Composición química del frijol 

El frijol común es reconocido como buena fuente de proteínas, presenta de 2 a 3 

veces más que los cereales (Siddiq et al., 2010). También posee cantidades 

considerables de almidón, fibra dietética, vitaminas y minerales (Kutoš et al., 2003; 

de Almeida Costa et al., 2006).  Además de estos componentes, el frijol común es 

una rica fuente de fitoquímicos, con una amplia gama de compuestos fenólicos, 

tales como antocianinas, flavonoides, proantocianidinas, flavonoles, ácidos 

fenólicos, e isoflavonas (Beninger y Hosfield, 2003; Choung et al., 2003; Aparicio-

Fernandez et al., 2005; Granito et al., 2008; Lin et al., 2008). Su uso se ha 

asociado a beneficios fisiológicos como en la prevención de enfermedades no 

trasmisibles, como cardiovasculares, obesidad, diabetes mellitus y cáncer 

(Jenkins, 2007; Chung et al., 2008). La composición química del grano de frijol 

común se muestra en el Cuadro 1.  

  



 

5 
 

Cuadro 1. Composición de diferentes variedades de frijol común (%). 

Frijoles Carbohidratos Proteínas Lípidos Cenizas Referencias 

Haricot 56.53-61.56 
17.95-
22.07 

0.66-1.02 2.83-4.26 
(Shimelis y Rakshit, 

2005) 

Red kidney 53.2 25.3 2 3.3 (Ojijo et al., 2000) 

Tirga 51.5 26.8 2.1 4.8 (Amir et al., 2006) 

White 
kidney 

59.62 25.63 1.44 3.55 (Güzel y Sayar, 2012) 

Pinto 57.3 30.1 1.8 4.9 (Amir et al., 2006) 

Red haricot 50.4 27.1 2.8 4.1 (Ojijo et al., 2000) 

Navy 54.3 18.15 2.63 4.14 (Sai-Ut et al., 2009) 

Adaptado de Hayat et al. (2014) 

 

 Carbohidratos  

Los carbohidratos son el componente mayoritario del frijol común, en peso seco 

representan alrededor del 50 al 76% (Guzman & Paredes-López, 1998; Vargas-

Torres, et al., 2004; Paredes, et al., 2006a; Reynoso-Camacho, et al., 2006; 

Ovando-Martinez, et al., 2011). La mayoría de estos son carbohidratos complejos 

como almidón y fibra dietética.  En  leguminosas el almidón puede constituir hasta 

el 40% del peso seco de la semilla (Guillon & Champ, 2002; Osorio-Díaz, et al., 

2004). El frijol común crudo contiene de 16-19% de fibra dietética y el cocido de 

23-27%; esta fibra está constituida principalmente por pectinas, arabinogalactanos 

y xiloglucanos (Paredes, et al., 2006a).  

La fracción de azúcares en frijol  (mono, di y oligosacáridos), tales como rafinosa, 

estaquiosa y verbascosa, es significativamente menor del 2 al 6% en peso seco 

(Paredes-Lopez et al., 2006a). 

 

 Proteínas  

El frijol común es una excelente fuente de proteínas, su contenido se ubica entre 

18-30% (Cuadro 1). La fracción mayoritaria la constituyen globulinas, que abarcan 

del 50-70% del total de las proteínas del frijol (Tang y Sun, 2011). Contrario a otras 

legumbres, este presenta un alto contenido de glutelinas (20-30%) (Seena et al., 
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2005; Słupski, 2010). También presenta prolamina y aminoácidos libres, con un 

contenido de 2-4% y 5-9%, respectivamente (Derbyshire, et al., 1976; Ma & Bliss, 

1978). 

Una de las características benéficas importantes de la proteína del frijol común, es 

su alto nivel de lisina; sin embargo, es deficiente en aminoácidos azufrados y 

triptófano (Paredes-Lopez et al., 2006a). Es por ello, que las proteínas del frijol 

común y de cereales son nutricionalmente complementarias con respecto a sus 

aminoácidos esenciales (Broughton et al., 2003; Iqbal et al., 2006; Słupski, 2010).  

 

 Lípidos  

El contenido de lípidos en frijol común es aproximadamente del 2% (Cuadro 1) 

(Mabaleha y Yeboah, 2004). Los fosfolípidos y triacilglicéridos son los 

componentes lipídicos mayoritarios, aunque también puede presentar en menores 

cantidades diacilgliceroles, hidrocarburos y estéril ésteres (Yoshida et al., 2005). 

El frijol común es considerado como una fuente esencial de ácidos grasos 

insaturados, el  61.1% del total de ácidos grasos son  palmítico (16:0), oleico 

(18:1), y linoleico (18:2) (Campos-Vega et al., 2010). El ácido linoleico (18:3) 

cuenta con 43.1% del total de ácidos grasos en frijol (Grela y Günter, 1995). 

  

 Vitaminas y minerales  

El frijol común es una fuente esencial de micronutrientes, tales como vitaminas y 

minerales, se considera que es fuente superior a la de los cereales (Welch et al., 

2000). Incluso, el frijol común tiene un contenido más alto de minerales que otras 

legumbres; contiendo una importante cantidad de hierro, zinc, cobre, fósforo, y 

aluminio (Broughton et al., 2003; Shimelis y Rakshit, 2005). Los niveles de hierro 

en frijol común son de 62.0-150 µg/g y se encuentra en forma no hemo 

(Elhardallou y Walker, 1992; Vadivel y Janardhanan, 2000). Mientras que, los 

niveles de zinc, cobre y aluminio en diferentes variedades de frijol común se 

encuentran entre 10.1-109, 2.8-10.9 y 6.7-14.4 µg/g, respectivamente (Holland et 

al., 1992; Ojijo et al., 2000; Cabrera et al., 2003; Wu et al., 2005).  
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También se considera que el frijol común es una fuente importante de vitaminas; 

como tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina, y ácido fólico, las cuales se 

encuentran en frijol común crudo en intervalos de 0.81-1.32, 0.112-0.411, 0.85-

3.21, 0.299-0.659, y 0.148-0.676 mg/100 g, respectivamente (Augustin et al., 

1981; Paredes-Lopez et al., 2006a; Campos-Vega et al., 2010). 

 

2.1.3 Compuestos biológicamente activos 

En los últimos años ha incremento la atención en el frijol común como un alimento 

nutracéutico, ya que contiene una alta variedad de fitoquímicos con potencial 

benéfico a la salud, tales como compuestos fenólicos, fibra dietética, fitoesteroles, 

saponinas, péptidos y, alcaloides, entre otros (Reynoso-Camacho et al., 2006; 

Campos-Vega et al., 2010). 

 

2.1.3.1 Compuestos fenólicos  

Los compuestos fenólicos son compuestos que tienen uno o más grupos hidroxilos 

unidos directamente a un anillo aromático. El fenol es la estructura sobre la cual se 

basa todo el grupo (Figura 2). El anillo aromático en este caso es el benceno. Los 

compuestos fenólicos son característicos de las plantas y son un grupo que por lo 

general se encuentra como esteres o glicósidos en lugar de compuestos libres 

(Vermerris y Nicholson, 2008). 

 

OH

 

Figura 2. Estructura del fenol 
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 Clasificación 

El término fenólicos cubre a muchos y diversos grupos de compuestos químicos. 

Estos compuestos pueden ser clasificados de distintas maneras. Harbone y 

Simmonds (1964) clasificaron estos compuestos en grupos basándose en el 

número de carbonos en la molécula, como se muestra en el en el Cuadro 2 

(Vermerris y Nicholson, 2008).  

 

Cuadro 2. Clasificación de los compuestos fenólicos 

Estructura Clase fenólica 

C6 Fenoles simples 

C6-C1 
Ácidos benzoicos y compuestos 

relacionados 

C6-C2 Acetofenonas y ácidos fenilacéticos 

C6-C3 Ácidos cinámicos y relacionados 

C6-C3 Cumarinas y relacionados  

C15 
Chalconas, auronas, 

dehidrochalconas 

C15 Flavanos 

C15 Flavonas 

C15 Flavanonas 

C15 Flavonoles 

C15 Antocianidinas 

C15 Antocianinas 

C30 Biflavonoides 

C6-C1-C6, C6-C2-C6 Benzofenonas, estilbenos; xantonas 

C6,C10, C14 Quinonas 

C18 Betacianinas 

Lignanos, neolignanos Dímeros o oligómeros 

Lignina Polímeros 

Taninos Oligómeros o polímeros 

Flobafenos Polímeros 

Vermerris y Nicholson (2008) 
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El frijol común presenta varios compuestos fenólicos, que incluyen a una gran 

variedad de flavonoides como antocianinas, flavonoles, proantocianidinas, así 

como una amplia gama de ácidos fenólicos (Beninger y Hosfield, 2003; Aparicio-

Fernandez et al., 2005b). Estos compuestos se encuentran principalmente en la 

cubierta de las semillas,  y se pueden encontrar en pequeñas cantidades en los 

cotiledones (González de Mejía,. et al., 1999). Golam Masu et al. (2011) observó 

en diferentes variedades de frijol común, variaciones en el contenido total de 

polifenoles que se ubicaban entre 5.87-14.14 mg/g. En otras variedades como en 

red kidney y negro se presentaron concentraciones de fenoles totales de 4.98 y 

5.04 mg/g, respectivamente (Xu y Chang, 2007). 

 

2.1.3.1.1 Flavonoides 

Los flavonoides son compuestos C15, todos tienen la estructura C6-C3-C6.  Estos 

pueden agruparse en tres grandes clases basándose en su estructura general: 

chalconas, auronas y flavonoides. En cada caso, los dos anillos de benceno se 

encuentran  unidos por un grupo de tres carbonos. El arreglo del grupo C3 es lo 

que determina como clasificar a los compuestos. Los flavonoides (Figura 3) tienen 

un anillo A, B y C, y por lo general se representan con el anillo A en el lado 

izquierdo (Vermerris y Nicholson, 2008).  

O

OH

OOH

OH

A  

B  

C  

 

Figura 3. Estructura básica de los flavonoides 

En típicos flavonoides uno de los grupos meta-hidroxil del anillo A aporta el 

oxígeno al heterociclo de seis átomos. El heterociclo de oxígeno de seis miembros 

de los flavonoides puede ser un pirano, pirilium, o un anillo pirona (Figura 4). El 

anillo B es típicamente mono-hidroxilado, orto-dihidroxilado, o vic-trihidroxilado. El 

anillo B también puede tener metil-éteres como sustituyentes. Las flavanonas, los 
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flavonoles, las flavonas, las antocianidinas, y las antocianinas integran al grupo de 

la flavonoides (Vermerris y Nicholson, 2008).  

O O
+

O

O  

Figura 4. Estructura del pirano, pirilium y pirona 
 

También las isoflavonas, isoflavanonas y los neoflavonoides son miembros del 

grupo flavonoide (Figura 5). Todos ellos tienen la estructura C6-C3-C6 pero el 

anillo B está en diferente posición con respecto al oxígeno del heterociclo 

(Vermerris y Nicholson, 2008). 

O

O

O OO

O

 

Figura 5. Esqueleto de los isoflavonoides y de los neoflavonoides 
 

Estudios epidemiológicos sugieren que el consumo de alimentos ricos en 

flavonoides protegen contra enfermedades asociadas con estrés oxidativo, como 

enfermedades coronarias y cáncer (Bagchi et al., 1998; Youdim et al., 2000), 

protección contra el daño causado por irradiación de las células (Kondo et al., 

2004), protección contra la transformación celular inducido por productos químicos 

(Hou et al., 2004), y selectiva actividad inhibidora del crecimiento de células 

cancerosas (Rafi et al., 2002; Katsube et al., 2003; Lazzè et al., 2004).  

La actividad biológica de los flavonoides depende del tipo de constituyentes 

fitoquímicos que contenga, de la complejidad de sus estructuras (Hou et al., 2004; 

Lazzè et al., 2004) y de la composición de la mezcla de flavonoides, ya que se ha 

demostrado que mezclas complejas de fitoquímicos podrían proporcionar 

beneficios a la salud por efectos sinérgicos que se llevan a cabo entre ellos 

(Shafiee et al., 2002; Seeram et al., 2004). 
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El frijol común contiene una amplia variedad de flavonoides, incluyendo flavonoles 

y sus glucósidos, antocianinas, proantocianidinas e isoflavonas; la presencia de 

estos en el frijol común determina su color (Takeoka et al., 1997; Beninger y 

Hosfield, 2003; Choung et al., 2003; Romani et al., 2004; Aparicio-Fernandez et 

al., 2005; Díaz-Batalla et al., 2006; Macz-Pop et al., 2006). El grupo de flavonoides 

más ampliamente distribuido en los frijoles es el de las proantocianidinas, las 

cuales se han encontrado en diversas variedades de frijol común (Guzmán-

Maldonado et al., 1996; González de Mejía, et al., 1999; Beninger y Hosfield, 

2003); mientras que, la presencia de antocianinas sólo se ha reportado en 

variedades de frijol común negro y azul-violeta (Beninger y Hosfield, 2003; Romani 

et al., 2004). 

Se ha demostrado actividad biológica de los flavonoides de frijol común en 

modelos in vitro e in vivo; antocianinas y proantocianidinas han mostrado actividad 

antioxidante (Tsuda et al., 1994; Cardador-Martínez et al., 2002b; Beninger y 

Hosfield, 2003) y antimutagénica (González de Mejía,  et al., 1999; Cardador-

Martínez et al., 2002a; Aparicio-Fernández et al., 2005a). Y se identificó que el 

frijol común rojo tenía una de las más altas capacidades antioxidantes entre 100 

frutas y vegetales examinados (Wu et al., 2004). Espinosa-Alonso et al. (2006) 

reportaron para diferentes variedades de frijol común silvestre mexicano, 

concentraciones de flavonoides desde 7.72 hasta 106.48 mg/kg de harina.  

 

2.1.3.1.1.1 Antocianinas  

Las antocianinas han sido reportadas como compuestos antiinflamatorios, 

vasotónicos y antioxidantes, que juegan un papel importante en la prevención de 

enfermedades degenerativas tales como cáncer, alzheimer y cardiovascular (Rice-

Evans y Packer, 1998; Macz-Pop et al., 2006). 

La presencia de antocianinas en frijol común sólo se ha reportado en variedades 

negro y azul-violeta (Beninger y Hosfield, 2003; Romani et al., 2004). Espinosa-

Alonso et al., (2006) determinaron el contenido antocianinas totales en diferentes 

variedades de frijol común, obteniendo cantidades desde 0.01 hasta 1.85 mg de 
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equivalentes de 3-glucósido de cianidina (3GC)/g de harina; donde los valores 

más altos se reportaron en cubiertas de frijol común negro. En el Cuadro 3 se 

presenta algunas de las antocianinas reportadas en diferentes variedades de frijol 

común. 

 

Cuadro 3. Antocianinas reportadas en diferentes variedades de frijol común. 

Antocianina 
Variedad de frijol 

común 
Referencia 

3-glucósido de delfinidina 

Black Jamapa (Aparicio-Fernandez, et al., 2005b) 

Black group 
(Beninger y Hosfield, 2003; Lin et 

al., 2008) 

Red kidney 
(Choung, et al., 2003; Takeoka, et 

al., 1997) 

3-glucósido de petunidina 

Black Jamapa (Aparicio-Fernandez, et al., 2005b) 

Black group 
(Beninger y Hosfield, 2003; Lin et 

al., 2008) 

Red kidney 
(Choung, et al., 2003; Takeoka, et 

al., 1997) 

3-glucósido de malvidina 

Black Jamapa (Aparicio-Fernandez, et al., 2005b) 

Black group 
(Beninger y Hosfield, 2003; Lin et 

al., 2008) 

Red kidney (Takeoka, et al., 1997) 

3-glucósido de cianidina 
Red kidney (Choung, et al., 2003) 

Small red (Lin et al., 2008) 

3-glucósido de pelargonidina 
Red kidney (Choung, et al., 2003) 

Small red (Lin et al., 2008) 

3,5- diglucósido de cianidina Red kidney (Choung, et al., 2003) 

diglucósido de petunidina Black Jamapa (Aparicio-Fernandez, et al., 2005b) 

diglucósido de malvidina Black Jamapa (Aparicio-Fernandez, et al., 2005b) 

diglucósido de pelargonidina Black (Lin et al., 2008) 

 

Lin et al. (2008) estudiaron el perfil de compuestos fenólicos en 24 muestras de 

frijol común. Encontraron que sólo dos variedades distribuidas en el mercado 
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contenían antocianinas (frijol común negro y mexicano rojo). El grupo de los 

frijoles negros contenían principalmente el 3-O-glucósido de delfinidina, 

petunidina, y malvidina. 

Espinosa-Alonso et al. (2006) determinaron la composición fenólica en 62 

colecciones de frijoles mexicanos silvestres y en dos frijoles cultivados de diversos 

orígenes y diferentes colores de la cubierta de la semilla. Después de realizar una 

hidrólisis detectaron a las antocianinas delfinidina, petunidina, cianidina, malvidina, 

pelargonidina, y peonidina. Y ellos asumiendo que estas seis antocianinas 

representaban el 100%, calcularon los porcentajes para cada antocianina en todas 

las colecciones, dando los siguientes porcentajes: delfinidina, 48.5-81.0%; 

petunidina, 3.7-31-.8%; cianidina 0.9-22.5%; malvidina, 3.9-14.2%; pelargonidina, 

0.4-6.5%, y peonidina, 0.5-3.7%. Se encontró que el contenido de antocianinas fue 

más altos en semillas de frijoles negros que en los de frijoles grises o de mezclas 

heterogéneas.  

  

2.1.3.1.1.2 Flavonoles  

En general, los flavonoles y otros compuestos fenólicos del  género Phaseolus se 

almacenan en la cubierta de la semilla por la siguientes razones: estos 

compuestos se caracterizan por tener actividad antipatógena y antialimentaria, 

además de que su localización asegura la mejor protección de la semilla contra 

ataques externos (patógenos e insectos) (Dinelli et al., 2006). Los flavonoles son 

antioxidantes y quelantes, con varios efectos benéficos a la salud humana (Heim 

et al., 2002). Se ha reportado que kaempferol y formas conjugadas que se 

relacionan, ejercen actividad contra el cáncer (Di Carlo et al., 1999).    

Dinelli et al. (2006), determinaron el contenido de flavonoides en 23 ecotipos de 

frijol común, que provenían de tres áreas. Encontraron que en las cubiertas de las 

semillas se presentaban flavonoides glicosilados, las concentraciones de más 

altas a más bajas fueron las siguientes: 3-O-glucósido de kaempferol, 3-O-

xilosilglucósido de kaempferol y un monoglucósido kaempferol no identificado. El 

contenido total de flavonoles varió desde 0.19 a 0.84 g/kg de semilla en peso 
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fresco. Espinosa-Alonso et al. (2006) reportaron que en todas las variedades de 

frijol común mexicano silvestre se presentaron los flavonoles kaempferol y 

quercetina, con concentraciones entre 2.19-98.57 y 2.08-58.58 mg/kg de harina, 

respectivamente.  En el Cuadro 4 se presentan reportes de algunos flavonoles de 

frijol común. 

 

Cuadro 4. Flavonoles reportados en diferentes variedades de frijol común. 

Flavonoles Variedad de frijol común Referencia 

Kaempferol Pinto group (Lin et al., 2008) 

glucósido de kaempferol Black Jamapa 
(Aparicio-Fernandez, et al., 

2005b) 

3- glucósido de kaempferol 
Black and Pinto bean group, 

small read  
(Lin et al., 2008) 

glucósido de miricetina Black Jamapa 
(Aparicio-Fernandez, et al., 

2005b) 

3- glucósido de miricetina Black group (Lin et al., 2008) 

3-glucósido de quercetina 

Black Jamapa 
(Aparicio-Fernandez, et al., 

2005b) 

Black and Light red group (Lin et al., 2008) 

Diglucósido de quercetina 
Dark red kidney, Light red 

group 
(Lin et al., 2008) 

Diglucósido de kaempferol 
Dark red kidney, small red 

group 
(Lin et al., 2008) 

 

2.1.3.1.1.3 Proantocianidinas 

Las proantocianidinas o taninos condensados, comprenden un grupo de 

oligómeros y polímeros del tipo polihidroxiflavan-3-ol, los cuales se sintetizan a 

través de la vía de flavonoides (Dixon et al., 2005); y se encuentran unidas por 

enlaces carbono-carbono entre las subunidades de flavonol (Schofield et al., 

2001). El nombre de proantocianidinas refleja el hecho de que los taninos al ser 

sometidos a calor en una solución ácida (hidrólisis ácida), producen antocianidinas 

coloridas (Dey y Harbone, 1989). 
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Los taninos representan una amplia gama de compuestos polifenólicos que varían 

en tamaño, tipos de enlaces, composición monomérica y contenido a través de las 

diferentes especies de plantas, tejidos, y estados de desarrollo (Marles et al., 

2003). Se conoce que estos compuestos juegan diversos roles ecológicos y 

nutricionales (Makkar et al., 1999). Por ejemplo, los taninos que se acumulan en 

las hojas tienen una importante función en prevenir herbivoría de insectos; 

mientras que, los taninos en la cubierta de la semilla funcionan contra infecciones 

por hongos (Kantar et al., 1996; Winkel-Shirley, 2001). En términos nutricionales, 

la presencia de múltiples grupos hidroxilo en taninos condensados, lleva a la 

formación de complejos con proteínas (Naczk et al., 1996; Hagerman et al., 1998), 

iones metálicos (Scalbert, 1991; Reed, 1995; McDonald et al., 1996; Foo et al., 

1997), y polisacáridos (Barahona et al., 1997), influyendo en la absorción dietética 

de cada uno de estos nutrientes. 

Estudios realizados con animales, muestran que un alto porcentaje de taninos en 

la dieta, afecta negativamente la digestibilidad de proteínas y carbohidratos, 

reduciendo la ganancia de peso y eficiencia en absorción de nutrientes (Terrill et 

al., 1992; Li et al., 1996; Barahona et al., 1997). De igual manera, sus efectos 

antinutricionales en cereales y legumbres, muestran una reducción en la calidad 

de estos alimentos para el consumo humano (Reddy et al., 1985; Cabrera y 

Martin, 1989). Por ejemplo, se conoce que los taninos de legumbres precipitan 

proteínas y forman complejos con iones de hierro en el lumen gastrointestinal, 

reduciendo de esta forma la absorción, digestibilidad y por tanto, la 

biodisponibilidad de estos nutrientes (Brune et al., 1989; Marles et al., 2003). A 

pesar de lo anterior, los taninos pueden funcionar como compuestos 

anticancerígenos y antioxidantes (Rice-Evans et al., 1997; Takeoka et al., 1997; 

Beninger et al., 1998; Dangles et al., 2000). 

En la semilla del frijol común, las proantocianidinas se encuentran principalmente 

en la cubierta, estas ayudan a determinar el color, matiz e intensidad de la semilla 

(Beninger et al., 1998). Se considera que es el grupo de flavonoides más 

ampliamente distribuido en los frijoles (Guzmán-Maldonado et al., 1996; Beninger 
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y Hosfield, 2003; González de Mejía et al., 2003). Se han detectado en diferentes 

variedades de frijol común, obteniendo rangos de 9.4 a 37.8 mg de equivalentes 

de catequina (ECA)/g (Guzmán-Maldonado et al., 1996; Cardador-Martínez et al., 

2002a; Beninger y Hosfield, 2003; González de Mejía et al., 2003; Aparicio-

Fernández et al., 2005a; Espinosa-Alonso et al., 2006).  

Díaz et al., (2010), analizaron los niveles de taninos condensados en frijol común, 

usando métodos de HPLC y espectrofotométricos. Para las muestras analizadas, 

el promedio general de taninos condensados en las cubiertas de las semillas fue 

de 20.04%. Los rangos para taninos solubles (TS) fueron entre 8.0-27.9%, para 

taninos insolubles (TI) 1.5-5.4%, y para taninos totales (TT) 10.7%-30.9%. Los 

taninos condensados se componían de unidades monoméricas de catequina 

(60.3%), galocatequina (25%), y afzelequina (14.7%).  

 

2.1.3.1.2 Ácidos fenólicos 

Es un grupo ampliamente distribuido, hay seis ácidos cinámicos que son lo más 

comunes, los cuales tienen un esqueleto C6-C3, estos son el ácido cinámico, el 

ácido p-cumárico, ácido caféico, ácido ferúlico, ácido 5-hidroxiferúlico y ácido 

sinápico (Figura 6). Todas las plantas probablemente contienen al menos tres de 

ellos. Los ácidos cinámicos por lo general se encuentran en las plantas como 

ésteres del ácido quínico, siquímico y tartárico. Por ejemplo, el ácido clorogénico 

es un éster de ácido caféico y quínico. Los ésteres cinámicos también se 

encuentran como ésteres de azúcar, o como ésteres de una variedad de otros 

ácidos orgánicos (Vermerris y Nicholson, 2008).  

O

OH
O

OH

OH
ácido 5 hidroxiferúlico

O

OH

ácido cinámico  

Figura 6. Estructuras del ácido cinámico y ácido 5-hidroxiferúlico 
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En diferentes variedades frijol común seco Luthria y Pastor-Corrales (2006) 

estudiaron el contenido de 16 ácidos fenólicos; de los cuales detectaron y 

cuantificaron ácido ferúlico, ácido p-cumárico y ácido sinápico en todas las 

variedades seleccionadas. El ácido caféico destacó por su contenido en sólo dos 

variedades de frijol común negro (T-39 y Eclipse). El promedio del contenido de 

ácidos fenólicos en las muestras de frijol común seco fue de 31.2 mg/100 g; y el 

contenido de los mismos varió entre todas las muestras desde 19.1 hasta 48.3 

mg/100 g. El ácido ferúlico fue el más abundante en todas las muestras; mientras 

que de ácido p-cumárico y sinápico, se extrajeron niveles intermedios para todas 

las muestras.   

Lin et al. (2008) reportan que sus muestras frijol común, tanto antes como después 

de hidrolizarse, presentaron perfiles similares de ácidos hidroxicinámicos. Entre 

estos se encuentran los ácidos ferúlico, sinápico, p-cumárico; así como, sus 

derivados (hidroxicinamatos).  

Espinosa-Alonso et al. (2006) también estudiaron la composición fenólica en 

diferentes variedades de frijol común. Cuantificaron ácidos fenólicos totales, 

obteniendo rangos de 49.56 a 131.18 mg/kg de harina; sugirieron que estos se 

presentan principalmente en las cubiertas de las semillas.  Los principales ácidos 

fenólicos que se encontraron fueron el ácido ferúlico, vainillínico, p-hidroxibénzoico 

y sinápico; y en menores cantidades aldehído de vainillina, ácido caféico, siríngico, 

y p-cumárico. También mencionan, que no observaron una relación entre el 

contenido de ácidos fenólicos y el color de los grupos de frijol común; sin embargo, 

encontraron que las colecciones grises tenían una más alta cantidad de ácido p-

hidroxibénzoico, vainillínico, caféico, aldehído de vainillina y ácido ferúlico que las 

otras de diferente color. 

 

2.1.3.2 Fibra dietética  

La fibra se define como la fracción de los alimentos derivada de la pared celular de 

las plantas, que resisten la hidrólisis por las enzimas digestivas en humanos, 

llegando al colon sin haber sido absorbido en el intestino humano sano, donde 
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pueden ser hidrolizados y fermentados por la flora colónica (Ha et al., 2000; Peris 

et al., 2002), estimulando el crecimiento de esta flora y producción de ácidos 

grasos de cadena corta, principalmente ácido acético, propiónico y butírico 

(Roberfroid, 2001; Feregrino-Pérez et al., 2008). 

El frijol común cocido contiene alrededor del 26% de fibra, mientras que el crudo 

entre el 16-17% (Paredes-López y Valverde-González, 2006b).  Esta leguminosa 

es rica en carbohidratos amiláceos y polisacáridos no amiláceos; estos últimos 

incluyen fibra dietética, pectinas, gomas, hemicelulosa, inulina, entre otros (Hoover 

y Zhou, 2003). Los principales componentes de la fibra dietética son carbohidratos 

complejos (almidón resistente, pectina, oligosacáridos) y lignina (Roberfroid, 

2001).  

La fibra dietética tiene beneficios a la salud, incluyendo el efecto laxante, 

atenuación de colesterol y glucosa en la sangre, y el incremento de pérdida fecal 

de ácidos biliares. Se ha reportado que su consumo disminuye el riesgo de 

enfermedades crónicas, como cardiovasculares y diabetes (Kutoš et al., 2003; 

Peñalver et al., 2007).  

 

2.1.3.2.1 Fibra soluble 

La fibra soluble se constituye de gomas, pectinas, mucílagos, insulina, almidón 

resistente y oligosacáridos como la rafinosa, estaquiosa y verbascosa (Escudero-

Álvarez y González-Sánchez, 2006). Este tipo de fibra es viscosa y fermentable 

(Valenzuela y Maiz, 2006), al estar en contacto con el agua forma un retículo 

donde queda atrapada, originando soluciones de viscosidad alta (Escudero-

Álvarez y González-Sánchez, 2006). Es por ello, que ejerce un papel importante 

en la estabilización de los niveles de glucosa en sangre y la concentración de 

insulina postprandial; y en la disminución de los niveles de colesterol sérico 

asociado a la pérdida de ácidos biliares vía materia fecal (Roberfroid, 2001; da S 

Queiroz-Monici et al., 2005). 

Cuando las bacterias colónicas la fermentan produce ácidos grasos de cadena 

corta, tales como ácido acético, propiónico y butírico; los cuales ayudan a 
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disminuir fosas cripticas aberrantes (Younes et al., 2001; Feregrino-Pérez et al., 

2008). 

 

2.1.3.2.2 Fibra insoluble 

En frijol común la fibra insoluble representa entre el 92-100% de la fibra dietética, 

esta se compone principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina (Bednar et al., 

2001; Escudero-Álvarez y González-Sánchez, 2006). 

La fibra insoluble  no es viscosa, es escasamente fermentable (Valenzuela y Maiz, 

2006) y retiene agua en su matriz estructural formando mezclas de baja 

viscosidad; lo cual produce una aumento de la masa fecal acelerando el tránsito 

intestinal; estos contribuye en la disminución de la concentración y del tiempo de 

contacto de potenciales carcinogénicos con la mucosa del colon (Escudero-

Álvarez y González-Sánchez, 2006). 

 

2.1.3.3 Fitoesteroles 

En legumbres, los fitoesteroles se encuentran en bajas cantidades; los más 

comunes son: β-sitoesterol, campesterol y estigmasterol (Benveniste, 1986). 

Weihrauch y Gardner (1978) reportaron para frijol común kidney niveles de 

fitoesterol de 127 mg/100 g. Ryan et al., 2007 reportaron el contenido de 

fitoesteroles, para frijol común kidney 134 mg/100 g de fitoesterol; 86.2 mg/100 g 

de β-sitoesterol, 6.5 mg/100 g de campesterol y 41.4 mg/100 g de estigmasterol.   

Varios estudios han demostrado la eficacia de esteroles y estanoles de las plantas 

en la reducción de niveles de colesterol en sangre, por esta razón, los esteroles de 

planta han sido incorporados en diversos alimentos (Gylling y Miettinen, 2005; 

Thompson y Grundy, 2005). Un estudio mostró que el consumo de legumbres 

(frijoles, lentejas y guisantes) disminuye las lipoproteínas de baja densidad (LDL, 

por sus siglás en inglés) en suero; y concluye en que las saponinas pueden 

contribuir a este efecto, la cual es hidrolizada por bacteria intestinal a diosgenina, 

que puede ejercer un efecto positivo (Fenwick y Oakenfull, 1983; Thewles et al., 

1993).   
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2.1.3.4 Saponinas 

Las saponinas de soya son las más estudiadas y se clasifican como A, B o E en 

base a su estructura química de aglicona (Rochfort y Panozzo, 2007). El contenido 

total de saponinas para diferentes variedades de frijol común, puede ser de 0.1 

hasta 16 g/kg de frijol común seco (Khokhar y Chauhan, 1986; Price et al., 1987; 

Cheeke, 1989). 

Guajardo-Flores et al. (2013) de saponinas como soyasaponina Af, deacetil 

soyasaponina Af, soyasaponina αg y soyasaponina βg en la cubierta seca del frijol 

común negro, con cantidades de 0.65, 0.33, 0.38 y 0.28 mg/g de extracto, 

respectivamente. En el mismo trabajo se reportó que la cubierta de frijol común 

negro germinada hasta el tercer día presentaba soyasaponina Af, deacetil 

soyasaponina Ae, soyasaponina Ba y soyasaponina αg, con concentraciones de 

1.45, 0.28, 0.35 y 0.40 mg/g de extracto. 

Investigaciones recientes sugieren que las saponinas de las legumbres pueden 

poseer actividad anticancerígena (Shi et al., 2004; Chang et al., 2006; Ellington et 

al., 2006) y ser benéficas para la hiperlipidemia (Shi et al., 2004). Las saponinas y 

flavonoides encontrados en frijol común han sido ampliamente estudiados debido 

a su papel protectivo contra enfermedades cardiovasculares y de cáncer 

(MacDonald et al., 2005; Ellington et al., 2006).  

 

2.1.4 Compuestos antinutricios 

Los compuestos antinutricios son aquellos que afectan el valor nutricional de 

algunos alimentos, ya que dificultan e inhiben la asimilación de nutrientes que 

provienen generalmente de alimentos de origen vegetal; estos factores son de 

naturaleza variada y pueden llegar a ser tóxicos o causar efectos fisiológicos poco 

deseables (Elizalde et al., 2009).  

El frijol común presenta compuestos antinutricios tales como los inhibidores de 

tripsina, inhibidores de α-amilasa, rafinosa, fitohemaglutininas, cianógenos, 

antivitamina E y ácido fítico (FAO, 1995; Reynoso-Camacho et al., 2006). Los 

inhibidores de tripsina, así como otros factores anti-nutricios del frijol común, son 
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termosensibles; es por ello que se han desarrollado diferentes métodos 

tecnológicos para inactivarlos, como son la cocción tradicional, autoclave, 

extrusión, tostado y microondas (Carbonaro et al., 2000; Marzo et al., 2002).   

 

2.2 Fracción no digerible  

La fracción no digerible (FND) se define como la parte de los vegetales que no es 

digerida o absorbida en el intestino delgado y llega al colon, donde sirve como un 

sustrato para la microflora fermentativa (Saura-Calixto et al., 2000). Se compone 

de fibra y otros compuestos resistentes a las acciones enzimáticas, tales como la 

proteína no digerible, el almidón resistente, polifenoles y otros compuestos 

bioactivos (Vergara-Castañeda et al., 2010). 

La FND es una alternativa fisiológica al concepto común de fibra dietética (Saura-

Calixto y Goñi, 2004) y las condiciones analíticas para su determinación son 

cercanas a las condiciones fisiológicas (pH, temperatura y tiempos de incubación). 

Se compone de dos fracciones: una fracción soluble (sobrenadante de la digestión 

enzimática) y una fracción insoluble (residuos de la digestión enzimática) (Saura-

Calixto et al., 2007).  

 

2.2.1 Fracción no digerible (FND) en frijol común 

El frijol común presenta cantidades significativas de FND, alrededor del 44%, la 

cual se compone de fibra soluble e insoluble, almidón resistente, oligosacáridos, 

compuestos fenólicos, proteína y/o péptidos que pueden ser fermentados y 

liberados en el colon (Vergara-Castañeda et al., 2010). Se sabe que la FND ejerce 

un efecto quimioprotector sobre el cáncer de colon en modelos in vivo e in vitro, 

esto a través de eventos celulares relacionados con apoptosis y progresión del 

ciclo celular (Campos-Vega et al., 2012; Vergara-Castañeda et al., 2012). Estos 

efectos se han atribuido a la acción de los productos de la fermentación de 

carbohidratos en combinación con polifenoles presentes en la FND. 

Vergara-Castañeda et al. (2010) reportan la composición de la FND de frijol común 

cultivar Bayo Madero (Cuadro 5) así como el contenido en la FND de 
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oligosacáridos (15.8 mg/g de muestra seca), fenoles totales (13.8 mg eq ácido 

gálico/g muestra seca) y taninos condensados (14.0 mg eq (+)-catequina/g de 

muestra seca). También mencionan que la FND de este cultivar tiene significativas 

cantidades de oligosacáridos, almidón resistente, fenoles totales y taninos 

condensados, compuestos que están relacionados con un menor riesgo para 

desarrollar cáncer de colon.  

Luna Vital et al. (2014) reportaron valores del contenido de la FND de frijol común 

entre 41.3-46.6%. La FND se componía de proteína, cenizas, carbohidratos y 

lípidos, que tuvieron intervalos de 16.3-20.16%, 2.2-3.2%, 73.5-78.8% y 0.9-2.1%, 

respectivamente. 

 

Cuadro 5. Composición química de la FND del frijol común cultivar Bayo Madero 

Compuesto FND (%) 

Proteína 17.1 

Lípidos 2.2 
Cenizas 2.3 
Fibra total 51.7 
    Fibra insoluble 51.1 
    Fibra soluble 0.6 
Almidón resistente 25.5 
FND: Fracción no digerible. Los resultados se expresan como porcentaje  por gramo de muestra 

seca. Adaptada de Vergara-Castañeda et al. (2010). 

 

2.3 Digestión y absorción de compuestos fenólicos 

2.3.1 Digestión  

Los polifenoles se encuentran en los alimentos principalmente como ésteres, 

glicósidos y polímeros; los cuales no pueden absorberse en sus formas nativas, 

por lo tanto, requieren de hidrólisis por enzimas del sistema digestivo o de la 

microflora intestinal. Se estima que 48% de polifenoles son digeridos en el 

intestino delgado y 42% en el intestino grueso; solamente el 10% no son digeridos 

y permanecen intactos en la matriz alimentaria (Saura-Calixto et al., 2007). De 

todos los polifenoles, las agliconas son capaces de pasar a través de las 

membranas biológicas ya que son altamente lipofílicas. La biodisponibilidad de los 
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polifenoles también depende de la matriz alimentaria; ya que pueden reaccionar 

con algunos constituyentes de los alimentos, como proteínas y carbohidratos que 

pueden afectar significativamente la forma de absorción. Otros factores 

importantes son el pH y la presencia de sales biliares en el ambiente intestinal 

(Manach et al., 2004).  

La hidrólisis de glucósidos de flavonoides comienza en la boca, por acción de la β-

glucosidasa, no obstante, su efectividad depende del tipo de azúcar presente en la 

molécula. Los conjugados de glucosa son rápidamente hidrolizados a diferencia 

de otros, como los de ramnosa (Grajek, 2007).  

En el estómago los oligómeros de flavonoides se degradan a unidades más 

pequeñas, debido al bajo pH. De todos los flavonoides, los flavon-3-oles se 

encuentran como agliconas y pasan intactos en el duodeno. La desglicosilación, 

glucoronidación, metilación, sulfonación e hidroxilación de los flavonoides ocurre 

en el intestino delgado. Como el flavonoide galato de epigalocatequina (EGCC), 

que en condiciones de alto pH puede ser oxidado a formas potentes para eliminar 

los radicales libres y quelar iones de hierro (Steer et al., 2003). Además, ocurre la 

absorción de ácidos fenólicos, lo cuales se conjugan con ácido glucurónico. Los 

ésteres de los ácidos fenólicos son degradados por esterasas presentes en el 

intestino grueso (Scalbert et al., 2002). 

Los polifenoles no digeridos en el intestino delgado pasan al intestino grueso, 

donde son sometidos a una mayor degradación en ácidos fenólicos por la 

microbiota, como se ha demostrado en varios estudios (Déprez et al., 2000; 

Rechner et al., 2002; Scalbert et al., 2002; Manach et al., 2004; Lee et al., 2006; 

Saura-Calixto et al., 2007): 

 Los glucósidos son hidrolizados por bacterias a agliconas, las cuales son 

transformadas en varios ácidos por la acción de las β-glucosidasa, β-

ramnosidasa y esterasas. A diferencia de las enzimas nativas, las de la 

microflora pueden catalizar la degradación de cadenas de flavonoides a 

unidades simples y también pueden realizar hidrólisis, dehidroxilación, 
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desmetilación y descarboxilación. Así que, dependiendo de la estructura de los 

polifenoles, se puede producir una gran variedad de sustancias. 

 Los flavonoles dan lugar a ácidos hidroxifenilacéticos, mientras que las 

flavonas y flavononas son degradadas a ácidos hidroxipenilpropiónicos, Los 

flavanoles se degradan tanto a ácidos fenilvalerolactenos como a 

hidroxifenilpropiónicos.  

 Los metabolitos de todos estos compuestos son etapas que conducen en 

última instancia al ácido benzoico, su presencia se debe a la acción de la 

microbiota y pueden absorberse en la circulación, donde se unen a albúmina y 

son transportados al hígado. Allí se someten a hidroxilación, desmetilación, o-

metilación; así como la conjugación con glucurónidos y derivados sulfatados a 

través de enzimas de fase I y II. Una parte significativa de estos pueden, en 

etapas posteriores, ser secretados de nuevo junto con las sales biliares en el 

intestino, donde otra vez son sometidos a hidrólisis para ser absorbidos de 

nuevo o excretados por las heces.  

 El metabolismo de las antocianinas en el intestino grueso consiste en la 

escisión de los enlaces glucósidicos y ruptura de la cadena heterocíclica de 

antocianina (Aura et al., 2005). Mientras que, el metabolismo de lignanos de 

linaza procede a través de la acción de la microflora, formando productos de 

enterolactona y enterodiol.  

 La hidrólisis de una isoflavona (como daidzeina) conduce a la producción de 

equol, que demuestra alta afinidad por el receptor de estrógeno. La 

conjugación de isoflavonas con glucuronide y derivados sulfatados, también 

ocurre en el hígado por las enzimas UDP-glucoronositransferasa y 

sulfotransferasa, respectivamente. También se asume que los flavonoides 

pueden ser metabolizados, sin la ayuda de bacterias intestinales, a través de 

la acción de la florizin hidrolasa (glicosilceramidasa), una enzima del borde en 

cepillo del intestino delgado (Williamson et al., 2000).  
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2.3.2 Absorción 

Dependiendo del grado de complejidad estructural y polimerización, los 

compuestos fenólicos pueden ser absorbidos en el intestino delgado (polifenoles 

de bajo peso molecular tales como estructuras monoméricas y diméricas) 

(Appeldoorn et al., 2009a) o llegar al colon casi sin alteraciones (polifenoles 

oligoméricos y poliméricos tales como taninos condensados o hidrolizables, de 

pesos moleculares cerca a los 40 000 Da) (Walle, 2004; Manach et al., 2005; 

Rasmussen et al., 2005; Bosscher et al., 2009; Monagas et al., 2010).  

Se ha estimado que sólo del 5-10% de la ingesta total de polifenoles es absorbida 

en el intestino delgado, generalmente después de las reacciones de 

desconjugación tales como desglicosilación (Manach et al., 2005). Los polifenoles 

restantes (90-95% de la ingesta total) pueden acumularse en el lumen del intestino 

grueso hasta el intervalo milimolar donde, junto con los conjugados, se excretan 

en el lumen intestinal a través de la bilis, siendo sujetos a actividades enzimáticas 

de la flora intestinal (Saura-Calixto et al., 2007; Appeldoorn et al., 2009b; Jacobs et 

al., 2009; Serrano et al., 2009; Urpi-Sarda et al., 2009; Larrosa et al., 2010; Stoupi 

et al., 2010; Kutschera et al., 2011). Por lo tanto, la microbiota colónica es 

responsable de la extensa ruptura de las estructuras fenólicas originales en una 

serie de metabolitos fenólicos de pesos moleculares bajos que, al ser absorbidos 

en el colon, pueden llegar a ser responsables de efectos en la salud derivados del 

consumo de alimentos ricos en polifenoles, en lugar de los compuestos originales 

que se encuentran en los alimentos. 

 

2.3.3 Microbiota  

Actualmente, se estiman que 500-1000 diferentes especies microbianas habitan el 

tracto gastrointestinal, llegando a la más alta concentración en el colon (hasta 1012 

células por gramo de excremento). Sin embargo, solamente pocas especies 

bacterianas que catalizan el metabolismo de los polifenoles han sido identificadas, 

junto con las vías catabólicas implicadas (Kutschera et al., 2011). Clostridium y 

Eubacterium son los principales géneros involucrados en el metabolismo de 

muchos compuestos fenólicos tales como isoflavonas (daidzeina), flavonoles 
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(quercetina y kaempferol), flavonas (narengina) y flavan-3-oles (catequina y 

epicatequina) (Selma et al., 2009).  

Consecuentemente, además de la variación interindividual en la ingestión de 

polifenoles, las diferencias interindividuales en la composición de la microbiota 

intestinal pueden llevar a diferencias en la biodisponibilidad y bioeficacia de los 

polifenoles y sus metabolitos (Cerdá et al., 2005; Gross et al., 2010). Algunos 

estudios han sugerido que los sustratos fenólicos suministrados a las bacterias 

intestinales a través de diferentes patrones/diseños de ingesta dietaria y los 

metabolitos aromáticos producidos, pueden modular y causar fluctuaciones en la 

composición de la población de la microflora a través de efectos prebióticos 

selectivos y actividades antimicrobianas contra bacterias patógenas intestinales 

(Lee et al., 2006; Oliveira et al., 2008; Selma et al., 2009; Laparra and Sanz, 2010; 

G. Mandalari et al., 2010; Giuseppina Mandalari et al., 2010; Hervert-Hernández y 

Goñi, 2011; Tzounis et al., 2011; Queipo-Ortuño et al., 2012).   

Tanto la formación de metabolitos bioactivos derivados de polifenoles y la 

modulación de la microbiota colónica pueden contribuir a la salud del huésped, 

aunque no han sido trazados los mecanismos. Las propiedades atribuidas a la 

salud por bacterias benéficas para el huésped humano incluyen protección contra 

desordenes y patógenos intestinales, procesamiento de nutrientes, reducción del 

colesterol en el suero, refuerzo de las uniones de células epiteliales del intestino, 

aumento de la secreción de mucosa y modulación de la respuesta inmune 

intestinal a través de estimulo de las citoquinas (Duggan et al., 2002; Gotteland et 

al., 2008; Vitali et al., 2010).    

 

2.3.4 Productos de la fermentación de compuestos fenólicos 

Dentro de los polifenoles, los oligómeros y polímeros de flavan-3-oles, también 

llamados proantocianidinas, no son absorbidos o degradados en monómeros 

durante su  tránsito a través del estómago (Arts y Hollman, 2005; Manach et al., 

2005). Sin embargo, cuando llegan al colon son metabolizados por la microbiota 

intestinal en varios ácido fenólicos incluyendo fenilpropiónico, fenilacético y 
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derivados de ácido benzoico (Déprez et al., 2000). Los ésteres de ácido 

hidroxicinámico y los polifenoles unidos a ramnosa  también son degradados a 

ácidos fenólicos por la microbiota (Manach et al., 2005).  

 

2.3.4.1 Actividad biológica de los productos de fermentación de los 

compuestos fenólicos 

Estudios han reportado que los metabolitos de los compuestos fenólicos derivados 

de la microbiota del colon pueden ejercer varias actividades biológicas, tales como 

capacidad antioxidante (Glässer et al., 2002), inhibición de la agregación 

plaquetaria (Rechner y Kroner, 2005), inhibición de la ciclo-oxigenasa-2 en células 

de cáncer de colon HT-29 (Karlsson et al., 2005), reducción en la síntesis de 

prostanoides en células de colon (Russell et al., 2006), actividad antiproliferativa 

en células de próstata y cáncer (Gao et al., 2006), entre otras. 

 

2.3.4.1.1  Actividad antiinflamatoria de ácidos fenólicos 

Una relación entre la estructura y actividad se observó entre los ácidos fenólicos y 

sus efectos antiinflamatorios, ya que sólo los ácidos fenólicos dihidroxilados (por 

ejemplo: ácidos 3,4-dihidroxifenilpropiónico y 3,4-dihidrofenilacético) inhibieron 

significativamente la producción de las citoquinas pro-inflamatorias como el factor 

de necrosis tumoral  (TNF-α), y las interleucinas (IL-β e IL-6) en células 

mononucleares de sangre periférica (PBMN) estimuladas con LPS, mientras que 

no hubo efecto significativo para los ácidos monohidroxilados (Monagas et al., 

2009). De forma similar Larrosa et al., (2009), informaron que los ácidos fenólicos 

dihidroxilados proveen la mejor inhibición de la producción de prostaglandina E2 

en células de cáncer de fibroblastos (CCD-18) estimuladas con IL-β.  

Experimentos in vivo con ratas también han mostrado que el ácido 3,4-

dihidroxipropionico reduce la expresión de citoquinas TNF-α, IL-β, IL-8, así como 

malonaldehído y daño oxidativo a DNA en la mucosa distal de ratas con colitis 

inducida mediante dextrano-sulfato de sodio  (DSS) (Larrosa et al., 2009). 
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2.4 Inflamación y sistema inmune 

El sistema inmunitario innato está compuesto por barreras epiteliales, células 

circulantes y tisulares y proteínas plasmáticas. Las principales células efectoras de 

la inmunidad innata son los neutrófilos, los fagocitos mononucleares y los linfocitos 

citolíticos naturales (células NK, por sus siglas en inglés). Su misión consiste en 

atacar a los microbios después de haber abierto una brecha en las barreras 

epiteliales y haber penetrado en los tejidos o en la circulación. Cada uno de estos 

tipos celulares ocupa un lugar distinto en la respuesta a su entrada. Parte de las 

células encargadas de la inmunidad innata, en especial los macrófagos y los 

linfocitos NK, segregan citocinas que activan los fagocitos y estimulan la reacción 

celular de este proceso, llamada inflamación (Abbas et al., 2012).   

La inflamación es la respuesta  del sistema inmunológico de un organismo, al 

daño causado a sus células y tejidos vascularizados por patógenos bacterianos o 

por cualquier otro agresor de naturaleza biológica, química, física o mecánica. La 

inflamación es una respuesta reparadora; un proceso que implica un enorme gasto 

de energía metabólica. En ocasiones, transcurre hacia una situación crónica que 

suele dar lugar a una enfermedad degenerativa como artritis, arteriosclerosis, 

enfermedad  intestinal inflamatoria o, incluso, cáncer (Medzhitov, 2008; Weiss, 

2008). Para reducir la inflamación se usan medicamentos que sean eficientes anti-

TNF; anti-IL-6, anti-IL-1, e inhibidores de NF- kB (Terzić et al., 2010).  

 

2.4.1 Macrófagos 

Los macrófagos son células fagocíticas mononucleares pleiotrópicas involucradas 

en un gran número de funciones dentro del sistema inmune. Son efectores de la 

respuesta innata y están muy relacionadas, tanto en el inicio, como en las fases 

posteriores de la respuesta adaptativa. Además, son importantes en el 

mantenimiento de la homeostasis (eliminación de células apoptóticas, reparación, 

modelación y angiogénesis de los tejidos, etc.) (Mantovani et al., 2002).  

Los macrófagos están presentes en todos los tejidos del cuerpo y se activan 

mediante un estímulo, produciéndose, entre otras cosas, la síntesis de citoquinas 
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proinflamatorias (Plowden et al., 2004). En ausencia de estímulos, los macrófagos 

mueren por apoptosis, como balance de producción y eliminación de células 

efectoras (Celada y Nathan, 1994). 

La fagocitosis constituye la primera línea de defensa contra partículas extrañas 

que han superado la barrera epitelial. Los macrófagos son capaces de fagocitar 

macromoléculas, como antígenos, microorganismos e incluso células propias 

dañadas o muertas. Los macrófagos reconocen estos patógenos a través de sus 

receptores de superficie, los cuales discriminan entre moléculas de superficie 

mostradas por patógenos o por el propio hospedador (Aderem y Underhill, 1999). 

Los macrófagos además de fagocitar, también producen una gran variedad de 

productos tóxicos que ayudan a matar al microorganismo fagocitado. Los más 

importantes son óxido nítrico (NO), el anión superóxido (O2
‐), y el peróxido de 

hidrógeno (H2O2), que son tóxicos para bacterias y otros microorganismos. El 

óxido nítrico es producido principalmente por la forma inducible de la NO sintasa 

(iNOS) (Janeway et al., 2001). 

Cuando los macrófagos están  activados, pueden dañar los tejidos normales del 

huésped debido a la liberación de enzimas lisosómicas, especies reactivas de 

oxígeno (ERO) y óxido nítrico (NO). Los productos microbicidas de estas células 

no distinguen entre los tejidos propios y los microbios. Por consiguiente, si 

penetran en el medio extracelular, son capaces de provocar una lesión tisular 

(Abbas et al., 2012).  

 

2.4.1.1 Activación de macrófagos 

En los tejidos, los monocitos se diferencian a macrófagos residentes con un 

fenotipo determinado que depende del microambiente tisular, matriz extracelular y 

moléculas de superficie de las células adyacentes y de sus productos de 

secreción. Esta cualidad de expresar rangos de fenotipos morfológicos y 

funcionales muy amplios contribuye a la gran heterogeneidad de los mismos 

(Gordon, 2003; Gordon y Taylor, 2005). 
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La activación de los macrófagos comprende alteraciones morfológicas, 

bioquímicas y funcionales que confieren al macrófago activado la capacidad de 

realizar alguna función que no puede  realizar el monocito en reposo, como matar 

microorganismos, lisar células tumorales, secretar mediadores inflamatorios, 

actuar como células presentadoras de antígenos más eficaces, etc. En general, la 

activación del macrófago es el resultado de una nueva transcripción génica o de 

un aumento de la misma (Mantovani et al., 2007; Puig-Kröger et al., 2009). Los 

agentes más potentes en la activación de los macrófagos son los lipopolisacáridos 

(LPS) y la citoquina INF‐γ, aunque también hay otros agentes como el GM‐CSF, 

MCSF, IL‐1, IL‐2, IL‐4 y el TNF‐α que pueden inducir algunos cambios en la 

activación (Celada y Nathan, 1994). 

La activación clásica de los macrófagos (CAMs) es inducida por citoquinas 

proinflamatorias tipo I (IFN‐γ, TNF‐α), por el M‐CSF, o tras el reconocimiento de 

los PAMPs (patrones moleculares asociados al patógeno: LPS, lipoproteínas) y 

señales de peligro endógenas. Estas células ejercen funciones, anti‐proliferativas 

y citotóxicas, secretando especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno (NO, 

peroxinitrito, peróxido de hidrógeno, superóxido), citocinas proinflamatorias (TNF‐

α, IL‐1, IL‐6) (Stuehr y Nathan, 1989; Mytar et al., 1999). 

El LPS bacteriano (o endotoxina) es un producto de las bacterias gramnegativas, y 

es un potente estimulador de las respuestas inmunitarias innatas. El LPS está 

presente en las paredes celulares externas de las bacterias gramnegativas y 

contiene tanto componentes lipídicos como moléculas de polisacáridos. El LPS es 

un potente activador de los macrófagos. El LPS se une a una proteína plasmática 

de unión al LPS (LBP), y el complejo después se une a CD40 en los macrófagos. 

La porción de LPS es reconocida entonces por el RTT4. Los macrófagos, que 

sintetizan y expresan CD14, pueden responder a cantidades muy pequeñas de 

LPS, de tan sólo 10 pg/mL, y las células que carecen de CD14 no responden en 

general al LPS. Los genes que son inducidos por el LPS codifican citocinas, 

coestimuladores y enzimas del estallido respiratorio (Abbas et al., 2012).  
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2.4.1.2 Línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7 

Esta línea celular deriva de la línea celular monocito/macrófago RAW 264.7 

obtenida por el Dr. Peter Ralph (Ralph y Nakoinz, 1977), y se diferencia de esta 

última en que necesita la presencia de lipopolisacárido (LPS) para producir óxido 

nítrico (NO), ya que el tratamiento con IFN‐γ (Interferón gamma o tipo II) no es 

suficiente. Las células RAW 264.7 producen una cantidad de nitritos (metabolito 

estable de la reacción del NO con el oxígeno) (Moncada et al., 1991).   

Cuando los macrófagos son activados expresan transcripcionalmente la isoenzima 

inducible iNOS, la cual es responsable de la prolongada producción de NO (Ding 

et al., 1988; Nathan y Xie, 1994). La generación fisiológica o normal de NO media 

las acciones bactericidas y tumoricidas de los macrófagos; sin embargo, cuando 

existe una liberación aberrante de NO, se lleva a cabo el incremento de la 

inflamación, así como el daño al tejido (Thiemermann y Vane, 1990; Evans, 1995). 

Por tanto, la inhibición de la producción de NO es un blanco terapéutico importante 

en el desarrollo de agentes antiinflamatorios (Tsao et al., 2002).  

El modelo celular de macrófagos murino RAW 264.7 estimulado con LPS induce la 

transcripción y transducción de iNOS con la subsecuentemente producción de NO 

(MacMicking et al., 1997). Por tanto, las células RAW 264.7 son un excelente 

modelo para la evaluación de compuestos que inhiban la inducción de iNOS y 

producción de NO (Yoon et al., 2009).  

Ruangnoo et al. (2012) y Joo et al. (2014) trabajaron con células RAW 264.7 

estimuladas con LPS, para demostrar que extractos de plantas que contenían 

compuestos fenólicos inhiben la producción de NO. Indicando con ello, que 

metabolitos secundarios de plantas actúan como excelentes agentes 

antiinflamatorios y juegan un importante papel en el estrés oxidativo e inflamación 

(Sheu et al., 2001; Yen et al., 2008; Joo et al., 2014).    
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

El frijol común (P. vulgaris L.) presenta una gran variedad de compuestos fenólicos 

(CF), que incluyen flavonoides (antocianinas, flavonoles y proantocianidinas) y 

ácidos fenólicos (ácido gálico, cumárico, etc.); con actividad biológica tanto en 

modelos in vitro como in vivo. Sin embargo, el potencial bioactivo de los CF del 

frijol común se ha evaluado a partir de extractos, sin tomar en cuenta el proceso 

de digestión en boca, estómago, intestino delgado e intestino grueso, lo que sin 

duda afecta el perfil de CF y su bioaccesibilidad.   

La fracción no digerible (FND) del frijol común presenta cantidades importantes de 

CF, los cuales no se han caracterizado ni se les ha dado un seguimiento en la 

fermentación colónica. Se ha reportado que alrededor del 90% del total de CF de 

la dieta escapan la degradación por enzimas intestinales,  llegando al colon para 

ser fermentados o liberados por la microbiota asociada. 

 Algunos de los productos de fermentación colónica (PF) de los CF son los 

derivados de los ácidos hidroxifenilacético e hidroxifenilpropiónico, los cuales se 

han estudiado a partir de otros sustratos y se ha informado que presentan diversas 

actividades biológicas entre ellas la antiinflamatoria.  

Es por ello, que la propuesta para este trabajo fue dar un seguimiento a los CF 

durante la digestión enzimática y fermentación colónica in vitro, caracterizando en 

cada etapa de la digestión a los CF y evaluando la capacidad antioxidante de toda 

la matriz del frijol común cocido (P. vulgaris, variedad Bayo Madero), así como la 

evaluación de la actividad antiinflamatoria de los PF sobre macrófagos murino, 

usando como marcador la producción de oxido nítrico (NO).  
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IV. OBJETIVOS 

 

4 Objetivo general 

Caracterizar el perfil de compuestos fenólicos durante la digestión gastrointestinal 

de frijol común (Phaseolus vulgaris) cocido y evaluar su actividad antiinflamatoria 

in vitro.  

 

4.1 Objetivos particulares 

 

4.1.1  Caracterizar y cuantificar los compuestos fenólicos del frijol común cocido 

durante la digestión gastrointestinal in vitro. 
 

4.1.2  Evaluar la capacidad antioxidante durante la digestión gastrointestinal in 

vitro.  

 

4.1.3  Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto de fermentación colónica 

in vitro en el modelo de macrófagos murinos. 

4.1.3.1 Viabilidad celular  

4.1.3.2 Producción de óxido nítrico  
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V. METODOLOGÍA 

5.1 Materiales 

5.1.1 Compuestos químicos 

Los reactivos y solventes fueron adquiridos de la marca J. T. Baker. El medio de 

cultivo McCoy’s 5A se obtuvo de American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassa, EU). El suero fetal bovino (SFB), los antibióticos y antimicóticos fueron 

de la marca Gibco (Gibco, Grand Island, NY). La prancreatina, pepsina y bilis 

bovina fueron obtenidas de Sigma (Sigma-Aldrich, Canada Ltd). 

 

5.1.2 Materia prima 

Se utilizó la variedad de frijol común (P. vulgaris) Bayo Madero cosecha 2013; el 

cual fue donado por el Instituto Nacional de Investigadores, Agrícolas y Pecuarias 

(INIFAP), campo experimental del Bajío. 

 

5.1.3 Material biológico 

Se utilizaron 12 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con pesos entre 250 y 

300 g, las cuales fueron adquiridas del bioterio de la UNAM, Campus Juriquilla.  

La línea celular de macrófagos murino Raw 264.7, se obtuvo de la American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassa, EU). 

 

5.2 Métodos 

5.2.1 Tratamiento térmico del frijol común 

Las semillas secas de frijol común fueron cocidas de acuerdo al método de 

Aparicio-Fernández et al. (2005a). Brevemente, el frijol se colocó en un recipiente 

con agua grado HPLC (1:5 p/v) y se calentó durante 2.5 h. Las semillas cocidas 

con el caldo fueron liofilizadas, molidas en un molino casero (Osterizer, México) y 

pasadas a través de una malla número 20 (0.84 mm). Las muestras fueron 

almacenadas a 4 °C hasta su uso. 
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5.2.2 Digestión gastrointestinal in vitro 

Se simuló el proceso digestivo del frijol común Bayo Madero cocido, desde la boca 

hasta su fermentación en el colón, usando el modelo de Campos-Vega et al. 

(2015).  La simulación que se llevó a cabo fue in vitro, con diferentes enzimas (α-

amilasa salival proveniente de la boca de personas sanas; pepsina y pancreatina 

de origen porcino, y  hiel de buey, los cuales fueron adquiridas en Sigma).  

 

5.2.2.1 Simulación de las condiciones de la boca  

En este paso se siguió la técnica descrita por Granfeldt et al. (1992), con ligeras 

modificaciones como se describe a continuación: se reunieron 5 voluntarios sanos, 

a quienes se les explicó el procedimiento a seguir. Los sujetos consumieron su 

último alimento al menos 90 min antes de comenzar el ensayo. Antes de masticar 

la muestra se les pidió enjuagarse la boca con agua. 

Los 5 voluntarios masticaron 1 g de muestra (frijol cocido) 15 veces, durante 15 

segundos, descargando el contenido en un recipiente con 5 mL de agua destilada. 

Inmediatamente después, cada sujeto se enjuagó por 60 s con otros 5 mL de agua 

destilada, depositando el líquido en el vaso anterior. Posteriormente se mezclaron 

las suspensiones de cada muestra en un solo vaso, para proceder a la digestión 

del estómago. Por otro lado, también se preparó un blanco en el cual sólo se 

utilizó agua destilada en lugar de muestra y se siguió el procedimiento descrito 

anteriormente. 

De cada muestra se tomó una alícuota (1 mL) para cuantificar los compuestos 

fenólicos y determinar la capacidad antioxidante. 

 

5.2.2.2 Simulación de las condiciones del estómago 

Se siguió la metodología descrita por Stein et al. (2011). Se tomaron 10 mL de la 

suspensión anterior, se ajustó el pH a 2 con HCl 2 N. A cada muestra se añadió la 

pepsina (0.055 g), disuelta en 0.94 mL de HCl 20 mM. Con esta mezcla se simuló 

los fluidos gástricos, que se incubaron con agitación constante por 2 h a 37 °C. 
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Después de la incubación se  tomó una alícuota (1 mL) de cada muestra para 

cuantificar los compuestos fenólicos y determinar la capacidad antioxidante. 

 

5.2.2.3 Simulación de las condiciones del intestino delgado 

Las soluciones de este paso se realizaron de acuerdo a lo sugerido por Ma et al., 

(2012), con algunas modificaciones. Se preparó un extracto intestinal sintético 

diluyendo 3 mg de hiel de Buey (Sigma) y 2.6 mg de pancreatina (sigma) en 5 mL 

de solución amortiguadora de Krebs-Ringer [conteniendo 118 mM NaCl, 4.7 mM 

KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3, 11 mM glucosa y 2.5 mM 

CaCl2, pH 6.8 (preparar 30 min antes de utilizarse)].  Se agregaron 5 mL de del 

extracto intestinal a cada muestra y al blanco; la suspensión se transfirió a un 

recipiente que contenía el saco intestinal invertido, se ajustó el pH entre 7.2 y 7.4 

con NaOH 2M y se incubó con agitación constante por 2 h a 37 °C. 

 

5.2.2.3.1 Técnica del saco intestinal invertido utilizando ratas. 

El saco se preparó siguiendo la metodología descrita por Patil et al. (2010). 

 

5.2.2.3.1.1 Manejo de los animales 

Para llevar a cabo esta técnica se emplearon 12 ratas macho de la cepa Sprague-

Dawley) con un peso entre 250 y 300 g, clínicamente sanas. Las ratas presentaron 

un ayuno de alimento de 16 h, ya que la técnica de saco invertido así lo requería.  

  

5.2.2.3.1.2 Sacrificio de animales y preparación del saco intestinal invertido 

Para el sacrificio de las ratas, estas se anestesiaron en una cámara de éter etílico, 

se utilizó únicamente el intestino; el cual fue expuesto por una incisión abdominal 

en la línea media. Un segmento de 20-25 cm del yeyuno proximal de cada rata se 

escindió y colocó inmediatamente en la  solución amortiguadora de  Krebs-Ringer 

gasificada con CO2 a 37 °C, esto para mantener la viabilidad del intestino. El 

segmento de intestino removido se lavó con la misma solución amortiguadora para 

retirar residuos y se cortó en segmentos más pequeños de longitud aproximada de 

6 cm. Estos últimos se voltearon suavemente y se  ligaron de un extremo (este 
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procedimiento se realizó con los segmentos de intestino sumergidos en la  

solución amortiguadora de  Krebs-Ringer para evitar la pérdida de viabilidad del 

tejido). Cada segmento se llenó con 1 mL de la solución amortiguadora de Krebs-

Ringer  (lado basolateral, BL) y posteriormente se ligó el otro extremo del intestino 

para crear un saco, el cual fue inmediatamente incubado en un baño conteniendo 

los 15 mL de la suspensión anterior (procedente de la simulación del estómago), a 

37 °C por 2 h, en agitación continua  y en atmósfera anaerobia (CO2) (Campos-

Vega et al., 2009; Ma et al., 2012). Lo mencionado anteriormente permitió la 

simulación ex situ del intestino delgado. 

Después del periodo de incubación se retiraron los sacos, la parte de las muestras 

contenida en el recipiente (posterior a retirar el saco intestinal) se denominó 

fracción no digerible (FND) (lado apical, AP), la cual posteriormente se sometió a 

una fermentación colónica in vitro. Los experimentos se realizaron por triplicado. 

Una alícuota (1 mL) del sobrenadante de la FND se tomó para cuantificar los 

compuestos fenólicos y determinar la capacidad antioxidante. 

 

5.2.2.3.1.3 Manejo de los animales después del sacrificio 

Debido a que el interés para este estudio sólo fue el intestino de los animales, los 

restos de las ratas no requeridos se destinaron a desecho, se almacenaron en una 

bolsa grande color amarillo en un congelador (-20 °C), la bolsa se marcó con la 

leyenda “desechos biológicos”, y se almacenaron por un periodo máximo de 15 

días hasta su debido trasporte e incineración (NOM-087-ECOL-SSA1-2002).  

El material quirúrgico utilizado se remojó con cloro por 12 h, después se lavó y 

esterilizó para su posterior almacenamiento. 

 

5.2.2.4 Fermentación in vitro de la FND 

El método de fermentación se llevó a cabo de acuerdo a lo descrito por Campos-

Vega et al. (2009). Las fermentaciones se realizaron en dos experimentos 

independientes, en donde se empleó el clorogénico (50 mg) como control positivo 

de compuesto fenólicos fermentable y la rafinosa (100 mg) como carbohidrato 

fermentable, esto bajo las mismas condiciones. El inóculo fecal humano se empleó 
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como fuente de flora bacteriana representativa del colon, el cual  se obtuvo de dos 

individuos voluntarios sanos en su primera evacuación del día, con ausencia de 

enfermedades gastrointestinales y sin haber consumido antibióticos en los 3 

meses previos a la toma de muestra. 

Tubos estériles (15 mL) con 9 mL de medio de cultivo basal contenían (g/L): agua 

peptonada 2.0, extracto de levadura 2.0, cloruro de sodio 0.1, fosfato dibásico de 

potasio 0.04, fosfato monobásico de potasio 0.04, sulfato de magnesio 

heptahidratado 0.01, cloruro de calcio dihidratado 0.01, bicarbonato de sodio 2.0, 

clorhidrato de cisteína 0.5, sales biliares 0.05, Tween-80 2 mL, vitamina K1 10 µL 

y hematina 0.05 g (previamente diluida en 5 mL de NaOH). Los tubos se sellaron y 

mantuvieron bajo una atmósfera anaerobia que contenía una mezcla de gases 

(H2-CO2-N2: 10:10:80, volumen) durante 30 min. El inóculo fecal (3 g de materia 

fresca, 1.5 g por cada individuo) se homogeneizó con 27 mL de solución de fosfato 

de sodio 1 M pH 7.0. Los tubos con el medio de cultivo basal se inocularon con 1 

mL de homogeneizado fecal, posterior a la inoculación se les adicionó 0.5 g de la 

FND insoluble y 0.5 mL de la FND soluble de la muestra de frijol; con excepción 

del control negativo, al cual se le adicionó 1 mL del blanco de la FND. Los tubos  

se agitaron con vortex durante 30 s y se incubaron en baño de agua a 37 °C. Se 

mantuvo un flujo continuo de la mezcla de gases hasta el término de la 

fermentación (24 h). Durante la fermentación, el pH, los compuestos fenólicos, la 

capacidad antioxidante y la producción de hidroxifenil ácidos  se determinó a las 0, 

2, 6, 12 y 24 h. 

La fermentación se detuvo centrifugando para separar los sólidos del líquido, 

posterior a esto se congelaron las muestras y se almacenaron a -70°C hasta su 

análisis.  
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5.2.3 Composición química 

Los análisis proximales se aplicaron a la materia prima, así como a la fracción no 

digerible de la misma. El contenido nutricional se cuantificó de acuerdo a los 

métodos de la AOAC (2002), como se observa en el Cuadro 6. 

La cantidad de carbohidratos totales se determinaron por la diferencia obtenida del 

100% menos la suma del porcentaje de cenizas, proteína, grasa y humedad. 

 

Cuadro 6. Métodos de la AOAC utilizados para la cuantificación de los nutrientes 

 Compuesto Método 

Cenizas 923.03 

Proteína 984.13 

Lípidos 920.39 

Humedad 925.10 

AOAC, 2002 

 

5.2.4 Potencial nutracéutico 

El potencial nutracéutico incluyó la determinación de compuestos fenólicos y la 

evaluación de la capacidad antioxidante del extracto metanólico del frijol cocido 

liofilizado (FCL); de los extractos de la digestión in vitro (en boca, estómago, 

dentro de intestino delgado/lo absorbido (DID) y fracción no digerible (FND)); así 

como de los extractos de la fermentación colónica. Cabe señalar que cada  

extracto se analizó con su blanco correspondiente. 

 

5.2.4.1 Determinación de compuestos fenólicos  

5.2.4.1.1 Extracción metanólica 

La extracción de compuestos fenólicos del frijol cocido liofilizado (FCL) se llevó a 

cabo el método descrito por Cardador-Martínez et al. (2002a). Brevemente, se 

adicionaron 10 mL de metanol a un 1 g de FCL en un matraz protegido de la luz, y 

se mantuvo en agitación constante durante 24 h. Al finalizar la extracción, la 

suspensión se centrifugó a 5000 rpm por 10 min. El sobrenadante se recuperó y 

se utilizó para analizar compuestos fenólicos. 
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5.2.4.1.2 Fenoles totales (Folin-Cicalteau) 

Los fenoles totales se determinaron de acuerdo al procedimiento de Folin-

Ciocalteau (Singleton et al., 1999). Se mezclaron 50 µL del extracto 

correspondiente con 200 µL de agua. Se añadieron 125 µL el reactivo de Folin-

Ciocalteau 1 N, y se neutralizó la reacción de oxidación con 625 µL de carbonato 

de sodio 7%. Posteriormente, se mantuvo en reposo durante 2 horas en un frasco 

protegido de la luz. La absorbancia se midió a 760 nm en un espectrofotómetro 

(SPECTRA MAX 190, Molecular Devices). 

Los cálculos de fenoles totales se realizaron mediante una curva de calibración 

con ácido gálico, expresando los resultados como μg equivalentes de ácido 

gálico/g de muestra seca (µg EAG/g muestra seca). 

 

5.2.4.1.3 Flavonoides totales 

Los flavonoides se midieron siguiendo el método de Oomah et al. (2005), este 

consistió en colocar 50 μL del extracto correspondiente en una microplaca de 96 

pozos, después se agregaron 180 μL de metanol y finalmente 20 μL de una 

solución de 2-aminoetildifenilborato al 1% en metanol. Una vez realizada la mezcla 

se midió la absorbancia a 404 nm en un espectrofotómetro (SPECTRA MAX 190, 

Molecular Devices). 

Se utilizó una curva de calibración con rutina para realizar los cálculos 

correspondientes, expresando los resultados como μg de equivalentes de rutina/g 

de muestra seca (µg ER/g muestra seca).  

 

5.2.4.1.4 Taninos condensados 

Para la cuantificación de taninos condensados se utilizó la prueba de  vainillina de 

Deshpande y Cheryan (1985, 1987). Se colocaron 50 μL del extracto 

correspondiente en una microplaca de 96 pozos y se le adicionaron 200 μL de una 

mezcla de vainillina 1%- HCl 8% (recién preparada). Se midió la absorbancia a 

492 nm en un espectrofotómetro (SPECTRA MAX 190, Molecular Devices). A lo 
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largo del análisis también se colocaron 50 μL del blanco correspondiente con 200 

μL de HCl 4%. 

La concentración de taninos condensados se calculó a partir de una curva de 

calibración realizada con (+)-catequina. Los resultados se expresaron como mg de 

equivalentes de (+)-catequina/g de muestra seca (mg ECAT/g muestra seca). 

 

5.2.4.1.5 Identificación y cuantificación de compuestos fenólicos en HPLC 

El análisis de compuestos fenólicos mediante HPLC-DAD se realizó de acuerdo al 

procedimiento de Ramírez-Jiménez et al. (2014). Se analizaron las muestras y 

blancos provenientes de la extracción metanólica del frijol cocido liofilizado (FCL), 

del sobrenadante de boca, del estómago, de dentro del intestino delgado, de la 

FND soluble y de los extractos de fermentación colónica in vitro. El análisis de 

cromatografía líquida de alta resolución con detector de diodos (HPLC-DAD) se 

llevó a cabo en un sistema de HPLC serie Agilent 1100 (Agilent Technologies, 

Palo Alto, CA, USA) usando una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent 

technologies, 4.6 x 250 mm, 5.0 µm). La columna se controló con termostato a 35 

°C ± 0.6 y la velocidad de flujo fue de  a 1 mL/min. La fase móvil consistió de dos 

solventes: el solvente A fue agua ajustada con 1% de ácido acético y el solvente B 

fue acetonitrilo. Se usó un gradiente lineal como sigue: 80-83% de solvente A por 

7 min, 83-60% por 5 minutos, 60-50% por 1 min y 50-85% por 2 min, terminando la 

corrida a los 16 min. Entre las inyecciones se dejo que la columna se equilibrara 

por 16 min. La detección se realizó a 280 y 320 nm con una velocidad de 

adquisición de 1 s. Un volumen de 50 µL se inyectó y las muestras se analizaron 

por triplicado. La cuantificación se llevó a cabo usando método estándar externo 

con estándares comerciales de (+)-catequina,  los ácidos caféico, clorogénico p-

cumárico, ferúlico y gálico. Los resultados se expresaron en μg del estándar 

correspondiente/g muestra seca. 
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5.2.4.2 Identificación y cuantificación de metabolitos de compuestos 

fenólicos en HPLC 

El análisis de los metabolitos de compuestos fenólicos en HPLC-DAD se realizó 

de acuerdo al procedimiento de Jakesevic et al. (2011) con algunas 

modificaciones. Se analizaron las muestras y blancos provenientes de los 

extractos de fermentación colónica in vitro. El análisis de cromatografía líquida de 

alta resolución con detector de diodos (HPLC-DAD) se llevó a cabo como se 

describió en el punto anterior. La columna se controló con termostato a 30 °C ± 0.6 

y la velocidad de flujo fue de  a 0.35 mL/min. La fase móvil consistió de dos 

solventes. El solvente A fue agua ajustada con 2% de ácido acético y el solvente B 

fue acetonitrilo ajustado con 2% de ácido acético. Se usó un gradiente lineal como 

sigue: 0-5 min 0% de solvente B, 5-44 min 0-25% B, 44-47 min 25-60% B, 47-56 

min 60% B, 56-58 min 60-100%. Entre las inyecciones se dejo que la columna se 

equilibrara por 7 min. La detección se realizó a 280 nm con una velocidad de 

adquisición de 1 s. Un volumen de 50 µL se inyectó y las muestras se analizaron 

por triplicado. La cuantificación se llevó a cabo usando método estándar externo 

con estándares comerciales de los ácidos 3,4-dihidroxifenilacético y 3,4-

dihidroxihidrocinámico. Los resultados se expresaron en μg del estándar/g 

muestra seca). 

 

5.2.4.3 Evaluación de capacidad antioxidante 

5.2.4.3.1 ABTS 

Para la aplicación del método de 2,2-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfónico) (ABTS) se utilizó la técnica de Re et al. (1999) con algunas 

modificaciones. La generación del radical se realizó mezclando 88 μL de una 

solución de persulfato de potasio K2S2O8 140 mM con 5 mL de una solución 

acuosa de ABTS 7mM, y  se mantuvo en un lugar obscuro durante 12 h. 

Finalizado el tiempo, se tomaron 500 μL de la solución anterior y se le agregaron 

de 20 a 25 mL de solución amortiguadora de fosfatos (PBS, pH=7.4). Midiéndose 

la absorbancia del radical a 734 nm, que debe encontrarse entre 0.7 y 1. 
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Para la evaluación de la capacidad antioxidante en las muestras, se adicionaron 

1900 μL del radical ABTS a 20 μL del extracto correspondiente. Se dejó reposar 

por 6 min y se leyó a 734 nm en un espectrofotómetro (SPECTRA MAX 190, 

Molecular Devices). 

Se realizó una curva de calibración con el porcentaje de inhibición del radical a 

diferentes concentraciones de trolox y los resultados se expresaron como μmol de 

equivalentes de trolox/g de muestra (μmol TEAC/g de muestra). Para calcular el 

porcentaje de inhibición se utilizó la siguiente ecuación: 

% 𝐢𝐧𝐡𝐢𝐛𝐢𝐜𝐢ó𝐧 =
(Abs control − Abs muestra)

Abs control
∗ 100 

 

5.2.4.3.2 FRAP   

El ensayo de FRAP se realizó de acuerdo a Benzie y Strain (1996). Se preparó la 

solución FRAP, que contenía 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ), FeCl3 y 

solución amortiguadora de acetato. Se colocaron 25 µL del extracto 

correspondiente en cada pozo de la microplaca de 96 pozos y se adicionaron 175 

µL de la solución de FRAP. En un espectrómetro (SPECTRA MAX 190, Molecular 

Devices) se leyó la absorbancia a 595 nm en los tiempos 0, 4, 10, 30, 60 y 90 min, 

manteniendo la temperatura a 37 °C. La lectura a 90 min se seleccionó para 

calcular los valores de FRAP.  

Para determinar el valor de FRAP de los extractos se utiliza la curva de calibración 

con FeSO4. Los resultados se expresaron como µmol de FeSO4/g muestra seca. 

 

5.2.5 Ensayo biológico 

Para evaluar la actividad antiinflamatoria en macrófagos murino, se usó como 

tratamiento el extracto de fermentación colónica in vitro de 12 h (EF 12h). 

 

5.2.5.1 Cultivo celular  

Se utilizó la línea celular de macrófagos RAW 264.7.  Las células se cultivaron en 

medio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's médium), suplementado con 1% de 
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antibióticos-antimicóticos, 1% de piruvato de sodio y 10% de suero fetal bovino 

(Gibco, Grand Island, NY). Cada tercer día el medio de cultivo se cambio por 

medio fresco, hasta alcanzar la confluencia. Las células se incubaron en una 

atmósfera de 5% CO2 a 37 °C en una incubadora Thermo SCIENTIFIC 3100, y se 

manejaron las células en una cámara de bioseguridad (NuAire). 

.  

5.2.5.2 Ensayo de viabilidad celular 

La viabilidad se determinó con el ensayo del Bromuro 3-(4,5-dimetilltiazol-2-ilo)-

2,5-difeniltetrazol (MTT). Las células Raw se sembraron en placas de 96 pozos (1 

x 104 células/pozo) en medio DMEM suplementado con 1% de antibióticos-

antimicóticos, 1% de piruvato de sodio y 10% de suero fetal bovino; el volumen 

total por pozo se ajustó a 200 µL. Se incubó 24 h a 37 °C en 5% CO2.  Después de 

este tiempo el medio fue sustituido por 200 µL de las diferentes concentraciones 

del tratamiento (0, 10, 20, 25, 30, 40, 50% de EF 12h) disueltas en medio DMEM 

(sin suero fetal bovino); a cada solución se le agregaron lipopolisacáridos (1 

μg/mL) para activar los macrófagos. Como control positivo se utilizó la solución 

DMEM que sólo contenía lipopolisacáridos (1 μg/mL). Para este procedimiento se 

trabajo con la luz apagada, protegiendo reactivos y la placa de la luz; las 

soluciones fueron esterilizadas por filtración. Se dejo incubar en las condiciones 

antes mencionadas por 24 h.   

También se realizó el ensayo de viabilidad sin la activación de los macrófagos, es 

decir no agregando lipopolisacáridos a las soluciones. En este caso el control fue 

la solución DMEM. 

Después de dejar incubar por 24 h con las soluciones, se retiró el medio gastado y 

se añadieron 200 µL a cada pozo de una solución de MTT disuelto en DMEM (sin 

suero fetal bovino) con una concentración de 0.5 mg/mL. Después de incubar por  

3 h a 37 °C, el medio fue desechado y los cristales de formazán formados se 

disolvieron en DMSO. La densidad óptica (DO) se determinó a 570 nm en un 

espectrofotómetro (SPECTRA MAX 190, Molecular Devices). El porcentaje de 

viabilidad se obtuvo de la siguiente forma: 
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% 𝐕𝐢𝐚𝐛𝐢𝐥𝐢𝐝𝐚𝐝 =
(DO células tratadas)

(DO células control)
∗ 100 

 

Las concentraciones que permitieron la viabilidad celular >80% se usaron para  

determinar la producción de NO (García-Lafuente et al., 2014). Los experimentos 

se hicieron por duplicado para su evaluación estadística.  

 

5.2.5.3 Determinación de la producción de óxido nítrico (NO) 

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos con 2 x 105 células/pozo y se 

dejo que se adhirieran por 24 h. Después, el medio fue desechado y remplazado 

por medio fresco (DMEM, sin suero fetal bovino), conteniendo las diferentes 

concentraciones del tratamiento (0, 10, 20, 25, 30, 40, 50% de EF 12h), y  

agregando a cada solución los lipopolisacáridos (1 μg/mL) para llevar a cabo la 

activación de los macrófagos. Después de 24 h de incubación, se recolectaron 100 

μL del medio de cultivo y con ayuda de una multicanal se pasaron a otra placa de 

96 pozos, a los cuales se les agregaron 100 μL del reactivo de Griess (igual 

volumen de 1% de sulfamida disuelta en 5% de ácido fosfórico y 0.1% de N-(1-

Naftil) etilendiamina diclorhidrato disuelta en agua; dejándose incubar a 

temperatura ambiente por 10 min en oscuridad. La absorbancia se leyó a 545 nm 

usando un espectrofotómetro (SPECTRA MAX 190, Molecular Devices). La 

cantidad de nitrito presente en las muestras se calculó a partir de una curva de 

calibración usando diferentes concentraciones de NaNO2 (García-Lafuente et al., 

2014). Los experimentos se hicieron por duplicado para su evaluación estadística.    

 

5.2.6 Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como la media ± el error estándar seguido de una 

comparación de medias por la prueba de Tukey (α=0.05). Para los ensayos 

biológicos se usó la prueba de Dunnet. Todos los análisis se realizaron en el 

programa estadístico JMP 10. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.1 Composición química 

En el Cuadro 7 se muestran los resultados del análisis proximal que se le realizó a 

la materia prima, es decir, al frijol cocido liofilizado, variedad Bayo Madero (BM) de 

la cosecha del 2013. Con fines comparativos, en el mismo cuadro se muestran los 

resultados reportados por Treviño-Mejía (2013), variedad BM de la cosecha del 

2011. 

 

Cuadro 7. Resultados del análisis proximal de la materia prima 

 Cenizas (%) Proteínas (%) Lípidos (%) Carbohidratos (%) 

FCL 4.56 ± 0.02 20.65 ± 0.72 2.04 ± 0.13 72.75 ± 0.82 

FCL* 4.69 ± 0.18 22.41 ± 0.16 1.64 ± 0.21 71.21 ± 0.36 

Los resultados representan la media de tres experimentos independiente ± la desviación estándar. 
FCL= frijol cocido liofilizado, FCL*= frijol cocido liofilizado (Treviño, 2013). 
 

En los valores mostrados en el Cuadro 7 se puede observar que existe una 

similitud entre los resultados obtenidos y los reportados por Treviño-Mejía (2013); 

donde la concentración tanto de carbohidratos, proteínas, lípidos como de cenizas 

del frijol común se encuentran dentro de los rangos que se han publicado 

(Paredes-Lopez et al., 2006a; Hayat et al., 2014). Se sabe bien que frijol común es 

una excelente fuente de proteínas, que contiene altos niveles de minerales y que 

su componente mayoritario son los carbohidratos. De ahí la importancia en que 

sea consumido como un alimento básico (Luthria y Pastor-Corrales, 2006).  

 

6.2 Potencial nutracéutico 

 

6.2.1 Compuestos fenólicos 

6.2.1.1 Fenoles totales, flavonoides totales y taninos condensados 

En el Cuadro 8 se presentan los resultados obtenidos del análisis de compuestos 

fenólicos mediante técnicas espectrofotométricas como lo son fenoles totales, 

flavonoides totales y taninos condensados.  
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Cuadro 8. Contenido de compuestos fenólicos durante la digestión gastrointestinal 

in vitro. 

TRATAMIENTO 

Fenoles Totales 

(μg EAGAL/g muestra 

seca) 

Flavonoides totales 

(μg ER/g muestra 

seca) 

Taninos condensados 

(mg ECAT/g muestra 

seca) 

EM 1205.95 ± 10.33d 205.99  ± 9.50e  18.17 ± 0.14a 

Boca 1211.74  ± 10.37d 1400.06 ± 62.55c,d 4.54 ± 0.25e 

Estómago 1208.97 ± 22.05d 1525.11 ± 64.12c 3.15 ± 0.22e,f 

DID 623.68 ± 16.54f 891.44 ± 31.36d ND 

FND 995.28 ± 26.51e 1330.90 ± 32.77c,d 2.48 ± 0.13f 

EF 

2 h 2920.82 ± 28.19c 2704.57 ± 88.54b 9.83 ± 0.33d 

6 h 6391.50 ± 61.49b 4116.99 ± 184.81a 15.00 ± 0.56b,c 

12 h 6899.46 ± 94.85a 4571.29 ± 218.25a 15.89 ± 0.36b 

24 h 6581.11 ± 63.52b 3230.26 ± 150.73b 13.90 ± 0.29c 

EM: extracto metanólico; DID: dentro de intestino delgado/absorbido; FND: fracción no digerible; 
EF: extracto de fermentación colónica; h: horas; EAGAL: Equivalentes de ácido gálico; ER: 
Equivalentes de rutina; ECAT: Equivalentes de (+)-catequina; ND: no detectado. Media ± ES (n=3). 
Letras diferentes por columna indican diferencia estadística significativa (p<0.05) por la prueba de 
Tukey. 

 

Extracto metanólico (EM) 

Con respecto a la determinación de fenoles totales (Cuadro 8), el extracto 

metanólico (EM) del frijol común presentó una concentración de 1205.95 μg 

equivalentes de ác. gálico/g de muestra seca (μg EAGAL/g muestra seca), la cual 

se encuentra dentro de los valores reportados por Vergara-Castañeda et al. (2010) 

y Reyes-Martínez et al. (2014), quienes evaluaron la misma variedad de frijol 

común (BM), obteniendo valores de 1000 y 2613 μg EAGAL/g muestra seca, 

respectivamente. 

En la determinación de flavonoides totales (Cuadro 8), la concentración que se 

encontró en el EM fue de 205.99 μg equivalentes de rutina/g de muestra seca (μg 

ER/g muestra seca), la cual es ligeramente menor a lo reportado por Reyes-

Martínez et al. (2014) con 310 μg equivalentes de quercetina/g de muestra seca, 
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esto, comparando entre la misma variedad de frijol común. Cabe mencionar que la 

concentración obtenida de flavonoides totales en el EM se encuentra dentro de los 

valores reportados para diversas variedades de frijol común, que van desde 140 

hasta 1800 μg equivalentes diferentes/g muestra seca (equivalentes tales como 

(+)-catequina, rutina y  quercetina) (Oomah et al., 2005; Feregrino-Pérez et al., 

2008; Akillioglu y Karakaya, 2010; Reyes-Martínez et al., 2014). Las antocianinas 

son parte de los flavonoides y son las responsables de dar color a la cubierta de 

frijol, de ahí que la variedad BM, al no ser una variedad oscura, presente valores 

bajos en flavonoides totales.  

En cuanto a los taninos condensados en el EM (Cuadro 8), el contenido fue de 

18.17 mg equivalentes de (+) catequina/g muestra seca (mg ECAT/g muestra 

seca), el cual se encuentra dentro de los rangos reportados para frijol común 7.4 - 

21.04 mg ECAT/g muestra seca (Feregrino-Pérez et al., 2008; Vergara-Castañeda 

et al., 2010). 

Como se puede observar en los datos antes mencionados, los taninos 

condensados o proantocianidinas son el grupo de compuestos fenólicos más 

ampliamente distribuido en el frijol común, esto concuerda con lo reportado por 

González de Mejía et al. (2003). Además de que el frijol común variedad BM, al 

ser más bien una variedad clara, presenta valores de flavonoides más bajos y de 

taninos condensados más altos en comparación con variedades de frijol común 

que son negras, azules o rojas; esto concuerda con los estudios realizados por  

Espinosa-Alonso et al. (2006).  

 

Fenoles totales y flavonoides durante digestión gastrointestinal in vitro 

En la columna izquierda del Cuadro 9 se presentan las diferentes etapas de 

digestión y de fermentación colónica in vitro que se realizaron a la muestra de frijol 

común, y del lado derecho se muestran los resultados para cada etapa.  

En el Cuadro 8 y en la Figura 7 se muestran los resultados de fenoles totales (FT) 

y flavonoides durante la digestión gastrointestinal in vitro de la muestra. Se puede 
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observar que en ambas determinaciones la concentración de estos compuestos 

sigue  una tendencia similar.  

 

Figura 7. Contenido de fenoles totales y flavonoides durante la digestión 

gastrointestinal in vitro. 

EM: Extracto metanólico; DID: Dentro de intestino delgado; FND: Fracción no digerible; EF: 

Extracto de fermentación colónica; H: Horas; EQ: Equivalentes; AGAL: Ácido gálico; R: Rutina; 

CAT: Catequina. Media ± ES (n=3). Letras diferentes por grupo indican diferencia estadística 

significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

Comenzando con los FT (Figura 7), la concentración de estos en el EM no 

presentó diferencias significativas con respecto a boca y estómago, y fue 

ligeramente mayor que en la fracción no digerible (FND). La comparación de la 

concentración de FT del frijol común proveniente del EM (1205.95 μg EAGAL/g 

muestra) y de la FND (995.28 μg EAGAL/g muestra seca) corresponden con lo 

reportado por Saura-Calixto et al. (2007), quienes evaluaron FT en una mezcla de 

legumbres, las cuales incluían frijol; reportando que las muestras provenientes del 

extracto con solventes mostraron una concentración de FT ligeramente mayor que 
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las provenientes de la FND, siendo las concentraciones de 1540 y 1400 μg 

EAGAL/g muestra seca, respectivamente.       

Con FND, nos referimos a la parte que no es digerida o absorbida en el intestino 

delgado y llega al colon, donde sirve como sustrato para la microflora fermentativa; 

en otras palabras son aquellos compuestos que escapan la degradación por 

enzimas intestinales (Saura-Calixto et al., 2000). 

Continuando con la Figura 7, se puede observar que los FT presentan un gran 

incremento durante la fermentación colónica in vitro en los extractos de 

fermentación colónica evaluados (EF), siendo el de máxima concentración a las 

12h (6899.46 μg EAGAL/g muestra seca). Esto se debe a que la microbiota actúa 

sobre los polímeros de compuestos fenólicos (proantocianidinas), los cuales al ser 

hidrolizados y liberados de la FND, aumentando la concentración de ácidos 

fenólicos en el medio (Déprez et al., 2000; Manach et al., 2005).   

Con respecto a los flavonoides, en la Figura 7 se observa un comportamiento 

similar que en los FT con algunas diferencias. La concentración de flavonoides 

entre el EM y boca presentó diferencias significativas, siendo en esta última la que 

mostró una mayor concentración de estos compuestos. Esto se debe a que desde 

la boca comienza la hidrólisis de glucósidos de flavonoides, por la presencia y 

acción de la β-glucosidasa, lo cual se ve reflejado en el incremento de flavonoides 

libres en el medio (Grajek, 2007).  

Siguiendo con la Figura 7, la concentración de flavonoides no presentó diferencias 

significativas en boca, estómago y en la FND. Esto se debe a que los glicósidos de 

flavonoides no sufren hidrólisis ácida en el estómago, pasando sin cambios al 

intestino delgado, donde se lleva a cabo la escisión del azúcar (Day et al., 2001). 

Por ello, como se puede observar en la Figura 7, en la simulación del intestino 

delgado sí se presenta un incremento de flavonoides ya que la cantidad total de 

estos compuestos incluyen  tanto los de la FND como los de DID.   

 Fue durante la fermentación colónica in vitro, donde se encontró un importante 

incremento en la concentración de flavonoides, donde su máximo se presentó a 
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las 6 y 12 h. Esto se debe a que la microbiota actúa hidrolizando enlaces 

glucosídicos y degradando cadenas de flavonoides a unidades simples, de esta 

forma se aumenta la concentración de flavonoides en el medio (Tarko et al., 2013).  

La bioaccesibilidad es la  fracción de un compuesto que es liberada de la matriz 

alimentaria en el tracto gastrointestinal, y en consecuencia, se convierte en 

disponible para su absorción (Parada y Aguilera, 2007). Considerando las más 

altas concentraciones de cada determinación como el 100% de bioaccesibilidad 

para los compuestos correspondientes, el incremento de la bioaccesibilidad que 

existe de FT y flavonoides durante la fermentación colónica in vitro (Figura 7) llega 

a ser del 85.57% y 70.89%, respectivamente, más alta que en la FND (Cuadro 8).   

 

Taninos condensados durante digestión gastrointestinal in vitro 

En el Cuadro 8 y Figura 8 se muestran los resultados de taninos condensados 

(TC) durante la digestión gastrointestinal in vitro de la muestra. Se puede observar 

que la concentración de TC en el EM es mayor a los demás tratamientos. Esto se 

debe a que los extractos se encuentran en diferentes solventes, mientras que el 

EM está en metanol, el resto de los tratamientos se encuentra en solución acuosa. 

Se ha reportado para esta técnica de TC por Desphande y Cheyran (1985, 1987) 

que al aumentar el contenido de agua en la muestra se disminuye la absorbancia, 

y que esto puede deberse a que el pH depende del contenido de agua, afectando 

la estabilidad del producto coloreado (Cabannes, 1953; Sun et al., 1998). 

Si bien con esta técnica no se puede realizar una comparación entre el EM y los 

demás tratamientos, ya que la concentración de TC de estos últimos está 

subestimada. Sí se puede realizar una comparación solamente entre los 

tratamientos de la digestión gastrointestinal in vitro ya que todos se encuentran en 

solución acuosa.  

Los TC o proantocianidinas, son oligómeros y polímeros de subunidades de 

flavonol. Por tanto, estos varían en tamaño, tipo de enlaces y composición 

monomérica dependiendo de la especie de planta, tejido y  estado de desarrollo 

(Marles et al., 2003). En la Figura 8 se puede observar que la concentración de TC 
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en boca no presentó diferencias significativas con respecto al estómago; y que 

esta fue ligeramente mayor que en la FND. Durante la fermentación colónica in 

vitro los TC mostraron un gran incremento siendo mayor a las 12h, la cual no 

presentó diferencias significativas con respecto a la muestra de 6h.  

 

 

Figura 8. Contenido de taninos condensados durante la digestión gastrointestinal 

in vitro. 

EM: Extracto metanólico; DID: Dentro de intestino delgado; FND: Fracción no digerible; EF: 

Extracto de fermentación colónica; H: Horas; EQ: Equivalentes; AGAL: Ácido gálico; R: Rutina; 

CAT: (+)-Catequina. Media ± ES (n=3). Letras diferentes por grupo indican diferencia estadística 

significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

El que no hubiese un incremento de los TC en las primeras etapas de la digestión 

(boca, estómago y FND; Figura 8) se debe a que estos son parte de los 

compuestos fenólicos no extraíbles, ya que se ha demostrado que después de su 

ingestión no son liberados de la matriz del alimento, ni por masticación, ni por el 

pH ácido del estómago, ni por la acción de enzimas digestivas, sino que llegan al 
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colon prácticamente intactos, donde son sujetos a transformación por la microbiota 

(Pérez-Jiménez et al., 2013). Es por ello, que los TC incrementan su 

concentración durante la fermentación colónica in vitro (Figura 8), ya que la 

degradación de estos compuestos da lugar a unidades más pequeñas. Las cuales 

al incrementar su concentración en el medio aumentan su determinación con la 

técnica utilizada.   

La bioaccesibilidad de TC llega a incrementar hasta un 85.39% durante la 

fermentación colónica in vitro, esto comparando contra los TC de la FND.  

 

Absorción en intestino delgado de FT, flavonoides y TC 

En la Figura 9 se muestra el porcentaje de absorción de CF en condiciones de ID. 

Se puede observar que del total de los CF bioaccesibles en ID, refiriéndonos a 

fenoles totales (FT) y flavonoides, se absorbieron 38.47% y 40.02%, 

respectivamente, sin presentar diferencias significativas entre estas dos 

determinaciones.  Esto concuerda con lo reportado por Akillioglu y Karakaya 

(2010), quienes realizaron el proceso digestivo in vitro, evaluando los FT en el 

dializado del frijol común, obteniendo para la condición de cocción más similar a la 

nuestra un 39.52% de biodisponibilidad. El término de biodisponibilidad in vitro de 

FT representa la cantidad de FT liberados de la matriz alimentaria y  que tiene la 

habilidad de pasar a través de la barrera intestinal. Por esta razón, los polifenoles 

que pueden pasar a través de la barrera intestinal pueden absorberse a través de 

la mucosa intestinal y entonces ser metabolizados (Akillioglu y Karakaya, 2010). 

Por otra parte, Mosele et al. (2015) estudiaron la absorción de compuestos 

fenólicos durante la simulación de ID en productos de granada, determinando para 

los flavonoides bioaccesibles en ID una absorción de 42.58%,   
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Figura 9. Absorción de compuestos fenólicos en condiciones de intestino delgado. 
ID: Intestino  delgado. Media ± ES (n=3). Por grupo diferencia  estadística significativa (p<0.05) por 

la prueba de Tukey 

 

Por otra parte, en la Figura 9 también se muestra que no se detectó la absorción 

de TC; esto puede deberse a que los TC de frijol común presentes en el ID son 

oligómeros (>tetrámeros) y polímeros de flavon-3-oles, los cuales no fueron 

hidrolizados por enzimas intestinales, y por tanto no pueden ser absorbidos, ya 

que no se llevó a cabo la reducción de su tamaño. Saura-Calixto et al. (2007) 

observó que las enzimas digestivas no fueron capaces de liberar o aumentar la 

bioaccesibilidad de proantocianidinas (TC) en una matriz alimentaria compuesta 

de distintos grupos de alimentos de la dieta española, sugiriendo que la alta 

polimerización de proantocianidinas alcanza al colon sin alteración. Resultados 

sugieren que trímeros y dímeros de proantocianidinas podrían ser absorbidos en 

ID (Deprez et al., 2001). 

 

6.2.1.2 Ácidos fenólicos y flavonoides mediante HPLC 

En el Cuadro 9 se muestran los resultados obtenidos del análisis de ácidos 

fenólicos y flavonoides mediante HPLC-DAD durante la digestión gastrointestinal 

in vitro del frijol común BM.  
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Extracto metanólico 

Los resultados obtenidos en el EM de frijol común (Cuadro 9), se asemejan a los 

obtenidos por Ramírez-Jiménez et al. (2014), quienes evaluaron varios  

compuestos fenólicos mediante HPLC-DAD, para la misma variedad de frijol 

común que se usó en este trabajo (BM), esto en tres diferentes cosechas (2008, 

2010, 2011) y en condiciones de cocción similares. 

 

Cuadro 9. Concentración (µg/g de muestra seca) de ácidos fenólicos y flavonoides 

durante la digestión gastrointestinal in vitro mediante HPLC-DAD. 

 
ÁCIDOS FENÓLICOS FLAVONOIDES 

Ác. caféico Ác. clorogénico Ác. cumárico Ác. ferúlico Ác. gálico (+)-Catequina 

EM 13.36 ±  0.14
c,d 

36.51 ± 0.36
d 

0.97 ± 0.03
f,g

  6.94 ± 0.08
c 

111.64 ± 6.30
e 

97.72 ± 1.44
d 

Boca 40.15 ±  1.16
a 

718.40 ± 23.55
a
 
 

7.56 ± 0.10
b 

35.50 ± 0.49
b 

477.97 ± 1.75
d 

595.24 ±  23.37
a 

Estómago 35.39 ±  0.72
a 

487.56 ± 10.89
b 

3.25 ±  0.19
c,d 

7.04 ± 0.41
c 

973.25 ± 12.17
c 

667.26 ±  12.66
a 

DID 10.40 ± 0.41
c,d 

197.41 ± 9.78
c 

2.69 ± 0.14
d.e 

3.26 0.10
d 

486.69 ± 18.58
d 

134.67 ± 8.85
d 

FND 28.31 ± 2.62
b 

503.71 ± 43.68
b 

4.06 ± 0.26
c 

9.55 ± 0.61
c 

929.18 ± 32.77
c 

462.55 ± 34.45
b 

EF 

2 h 15.39 ± 1.51
c 

17.26 ± 0.97
d 

11.49 ± 0.43
a 

43.17 ± 1.29
a 

2141.20 ± 19.12
b 

178.00 ± 7.37
d
   

6 h 9.53 ± 0.28
d 

<LD 3.75 ± 0.27
c,d 

8.70 ± 0.40
c 

2930.39 ± 57.75
a 

446.37 ± 19.23
b 

12 h 2.28 ± 0.28
e 

<LD 0.59 ± 0.08
g 

1.76 ± 0.06
d 

2642.79 ± 93.98
a 

497.65 ± 18.55
b 

24 h 2.18 ± 0.30
e 

<LD 2.03 ± 0.08
e,f 

<LD 2788.28 ± 116.78
a 

336.39 ± 31.55
c 

EM: extracto metanólico; DID: dentro de intestino delgado/absorbido; FND: fracción no digerible; EF: extracto de 

fermentación colónica; h: horas; <LD: menor al límite de detección. Media ± ES(n=3). Letras diferentes por 

columna indican diferencia estadística significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

En el EM se obtuvo una concentración de 13.36 µg de ácido caféico /g muestra 

seca (Cuadro 9), la cual se encuentra dentro de lo reportado 5.08-18.94 ác. 

caféico µg/g muestra seca (Xu y Chang, 2009; Ramírez-Jiménez et al., 2014).  

Con respecto a los ácidos clorogénico y cumárico en el EM, estos presentaron 

concentraciones de 36.51 y 0.97 µg/g muestra seca, respectivamente. Las cuales 

fueron ligeramente menores a lo reportado por Ramírez-Jiménez et al., (2014), 

con rangos de concentración de 49.4-227.99 µg de ác. clorogénico /g muestra 

seca y 1.86-2.22 µg de ác. cumárico /g muestra seca. 
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Continuando con el ác. ferúlico la concentración que se obtuvo en el EM fue de 

6.94 µg/g muestra seca, está concentración fue mayor a lo reportado por Ramírez-

Jiménez et al. (2014) cuyo rango fue desde no detectado a 2.04 µg ác. ferúlico /g 

muestra seca. Otros autores reportan concentraciones de ác. ferúlico de 2.16-23.3 

µg/g muestra seca, esto para diferentes variedades de frijol común sometidos a 

tratamiento térmico (Díaz-Batalla et al., 2006; Aguilera et al., 2011).   

El ác. gálico fue el ácido fenólico mayoritario en el EM de frijol común variedad 

BM, lo cual corresponde a lo reportado Ramírez-Jiménez et al. (2014) presentando 

una concentración de 111.64 µg de ác. gálico /g muestra seca, la cual fue 

ligeramente mayor a la reportado 34.42-103.01 µg/g muestra seca (Xu y Chang, 

2009; Ramírez-Jiménez et al., 2014).   

Finalmente, la concentración de (+)-catequina en el EM fue de 97.72 µg/g muestra 

seca, menor al rango reportado por Ramírez-Jiménez et al. (2014) con 315.85-

630.62 µg/g muestra seca. Sin embargo, lo obtenido se encuentra dentro de lo 

reportado para frijol común por otros autores 76.25-126.1 µg de (+)-catequina /g 

muestra seca (Xu y Chang, 2009; Aguilera et al., 2011).   

Las diferencias pueden atribuirse a los diferentes métodos de extracción, a las 

condiciones ambientales de crecimiento de la planta; así como al año de cosecha. 

 

Ácidos fenólicos y (+)-catequina durante digestión gastrointestinal in vitro 

A continuación se da una descripción de los resultados obtenidos durante la 

digestión gastrointestinal in vitro para los ácidos fenólicos y (+)-catequina. 

Posterior a esta descripción se dará una explicación en el apartado de 

recapitulación. 

 

- Ácido caféico 

El ác. caféico presentó mayor concentración en boca que en el EM, la cual se 

mantuvo en estómago, no presentando diferencias significativas con este (Cuadro 

9). La suma de FND+DID del ác. caféico corresponde al total de ác. caféico 
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bioaccesible en la simulación de intestino delgado (ID), dando una concentración 

de 38.71 µg/g muestra seca, la cual no presentó diferencias significativas con boca 

y estómago (Figura 10). De la concentración de ác. caféico bioaccesible en 

condiciones de  ID (FND+DID), el 26.86% fue absorbido ( Figura16).  

En el Cuadro 9 y la Figura 10, se observa que conforme aumenta el tiempo de 

fermentación colónica in vitro existe una disminución en la concentración del ácido 

caféico. La concentraciones más altas de ácido caféico se presentaron en boca, 

estómago y FND+DID. 

 

Figura 10. Concentración de ác. caféico durante la digestión in vitro. 

EM: extracto metanólico; FND+DID: Fracción no digerible + dentro de intestino delgado 

(corresponde a la bioaccesibilidad del compuesto en condiciones de intestino delgado); EF: 

extracto de fermentación colónica; h: horas. Media ± ES (n=3). Diferencia  estadística significativa 

(p<0.05) por la prueba de Tukey 

 

- Ácido clorogénico 

El ác. clorogénico tuvo un importante incremento en boca, después disminuyó su 

concentración en estómago, la cual no presentó diferencias significativas con la 

FND (Cuadro 9). Tomando en cuenta la suma entre FND+DID (701.12 µg de ác. 

clorogénico/g muestra seca) se puede observar que esta concentración no 

presenta diferencias significativas con boca (Figura 11). El 28.16% del ác. 

clorogénico bioaccesible en condiciones de  ID fue absorbido (Figura 16). 
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Durante la fermentación colónica in vitro la concentración de ác. clorogénico 

disminuye drásticamente hasta no ser detectable a las 6, 12 y 24 h (Cuadro 9 y 

Figura 11).La concentración máxima de ácido clorogénico se presentó en boca y 

FND+DID (Figura 11). 

 

Figura 11. Concentración de ác. clorogénico durante la digestión in vitro. 
EM: extracto metanólico; FND+DID: Fracción no digerible + dentro de intestino delgado 

(corresponde a la bioaccesibilidad del compuesto en condiciones de intestino delgado); EF: 

extracto de fermentación colónica; h: horas. Media ± ES (n=3). Diferencia  estadística significativa 

(p<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

- Ácido cumárico 

La concentración del ácido cumárico, al igual que el compuesto anterior, aumentó 

en boca y disminuyó en estómago. La concentración en estómago no presentó 

diferencias significativas con la FND (Cuadro 9). Sin embargo, la suma de 

FND+DID (6.75 μg de ác. cumárico/g muestra seca) fue mayor a estómago, no 

presentando diferencias significativas con boca (Figura 12). En intestino delgado 

se absorbió el 39.84% del ácido cumárico bioaccesible en la simulación de ID 

(Figura 16), siendo el compuesto estudiado que presentó una más alta absorción.   

En la Figura 12 se puede observar que durante las primeras 2 horas de 

fermentación colónica in vitro se presenta un incremento de ác. cumárico; sin 
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embargo, una vez que se continua la fermentación disminuye su concentración. La 

concentración máxima de ácido cumárico bioaccesible se presentó durante 

fermentación colónica in vitro a las 2 h (Figura 12). 

 

Figura 12. Concentración de ác. cumárico durante la digestión in vitro. 
EM: extracto metanólico; FND+DID: Fracción no digerible + dentro de intestino delgado 

(corresponde a la bioaccesibilidad del compuesto en condiciones de intestino delgado); EF: 

extracto de fermentación colónica; h: horas. Media ± ES (n=3). Diferencia  estadística significativa 

(p<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

- Ácido ferúlico 

El ácido ferúlico mostró un incremento en boca; después su concentración 

disminuyó en estómago, no presentando diferencias significativas con la FND 

(Cuadro 9). De la concentración total bioaccesible de ác. ferúlico en condiciones 

de ID (FND+DID), se absorbió el 25.46% (Figura 10).   

En la Figura 13 se muestra un aumento en la concentración del ác. ferúlico a las 

2h de fermentación colónica in vitro. En las horas posteriores disminuyó hasta no 

ser detectable. La concentración máxima de ácido ferúlico bioaccesible se 

presentó durante fermentación colónica in vitro a las 2 h (Figura 13). 
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Figura 13. Concentración de ác. ferúlico durante la digestión in vitro. 
EM: extracto metanólico; FND+DID: Fracción no digerible + dentro de intestino delgado 

(corresponde a la bioaccesibilidad del compuesto en condiciones de intestino delgado); EF: 

extracto de fermentación colónica; h: horas. Media ± ES (n=3). Diferencia  estadística significativa 

(p<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

- Ácido gálico 

El ácido gálico fue el ác. fenólico mayoritario en todas las etapas de la digestión 

gastrointestinal in vitro; con excepción de boca, donde el mayoritario fue el ác. 

clorogénico (Cuadro 9). 

En el Cuadro 9 y Figura 14 se puede observar que la concentración del ác. gálico 

es mayor en boca que en el EM; después en la simulación del estómago su 

concentración incrementa considerablemente, la cual no presentó diferencia 

significativa con la FND (Cuadro 9). Sin embargo, la concentración total de ác. 

gálico bioaccesible en condiciones de ID (FND+DID; 1415.87 μg de ác. gálico/g 

muestra seca) fue mayor que en el estómago (Figura 14). El porcentaje de 

absorción de ác. gálico en condiciones de ID fue del 34.37% (Figura 16). 

Como se puede observar en la Figura 14, durante la fermentación colónica in vitro 

la concentración del ác. gálico siguió en aumento, siendo mayor a las 6 h, la cual 

no presentó diferencias significativas con extractos de 12 y 24 h. 
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Figura 14. Concentración de ác. gálico durante la digestión in vitro. 
EM: extracto metanólico; FND+DID: Fracción no digerible + dentro de intestino delgado 

(corresponde a la bioaccesibilidad del compuesto en condiciones de intestino delgado); EF: 

extracto de fermentación colónica; h: horas. Media ± ES (n=3). Diferencia  estadística significativa 

(p<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

-  (+)-Catequina 

La concentración de (+)-catequina en boca fue mayor que en el EM, y no presentó 

diferencias significativas con estómago (Cuadro 9 y Figura 15). En la FND la 

concentración de (+)-catequina fue menor que en boca (Cuadro 9), pero tomando 

en cuenta que la simulación de ID incluye tanto FND como DID, se puede realizar 

la comparación entre las concentraciones de boca, estómago y FND+DID (597.22 

μg de (+)-catequina/g muestra seca), las cuales no presentaron diferencias 

significativas (Figura 15). De la (+)-catequina bioaccesible en el ID el 22.55% fue 

absorbida (Figura 16). 

En las primeras 2 h de la fermentación colónica in vitro disminuyó la concentración 

de (+)-catequina, después a las 6 y 12 h aumentó y finalmente disminuyó  otra vez 

a las 24h (Figura 15). La concentración máxima de (+)-catequina se presentó en 

boca, estómago y FND+DID. 
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Figura 15. Concentración de (+)-catequina durante la digestión in vitro. 
EM: extracto metanólico; FND+DID: Fracción no digerible + dentro de intestino delgado 

(corresponde a la bioaccesibilidad del compuesto en condiciones de intestino delgado); EF: 

extracto de fermentación colónica; h: horas. Media ± ES (n=3). Diferencia  estadística significativa 

(p<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

- Recapitulación de cambios en el contenido de ácidos fenólicos y (+)-

catequina durante la digestión gastrointestinal in vitro. 

Todos los ácidos fenólicos estudiados y la (+)-catequina mostraron una mayor 

concentración en boca que en el EM (Cuadro 9 y Figuras 10-14). La liberación de 

estos compuestos puede deberse a la acción de la enzima β-glucosidasa en boca, 

la cual hidroliza enlaces glucosídicos (Grajek, 2007); así como también a la acción 

de la masticación, que rompe la matriz alimentaria, permitiendo la liberación de 

estos compuestos al medio (Lee et al., 2006; Marquardt y Watson, 2014).  

En condiciones de estómago todos los ácidos fenólicos disminuyeron su 

concentración con excepción del ácido gálico (Figura 10-14). Mosele et al. (2015) 

reportan el mismo comportamiento para los ácidos fenólicos en productos de 

granada; el cual puede deberse a la baja estabilidad de los ácidos fenólicos en 

condiciones gástricas (Vallejo et al., 2004; Kamiloglu y Capanoglu, 2014). En el 

caso de (+)-catequina, se puede observar que su concentración se mantiene en 

estómago (Figura 15), esto concuerda con varios estudios, que reportan que los 
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flavonoides no se ven afectados por condiciones gástricas (Vallejo et al., 2004; 

Bouayed et al., 2012). 

En ID (FND+DID) los compuestos fenólicos no presentaron diferencias 

significativas con respecto a las concentraciones obtenidas en boca; a excepción 

del ác. gálico, que aumentó, y ác. ferúlico, que disminuyó (Figuras 10-15).   

En las Figuras 10 y 11 se puede observar que el ác. caféico y clorogénico 

presentan tendencias muy similares. Estos ácidos fenólicos disminuyen su 

concentración una vez comenzada la fermentación colónica in vitro. Rechner et al., 

(2004), reportan que el ácido clorogénico se ve completamente degradado en las 

primeras 4 h de  fermentación colónica in vitro, y que uno de sus productos de 

degradación es el ácido caféico, que tarda alrededor de 24 h en quedar 

completamente degradado.  

Así mismo, se puede observar un  comportamiento similar entre el ác. cumárico y 

ác. ferúlico (Figura 12 y 13), estos ácidos fenólicos incrementaron su 

concentración en las 2 primeras horas de la fermentación colónica in vitro, y 

después disminuyo. Stalmach et al., (2013) estudiaron la fermentación colónica in 

vitro de compuestos fenólicos en jugo de uva, reportando una disminución 

pronunciada del ác. cumárico y ferúlico a partir de la segunda hora de 

fermentación; en su estudio estos ácidos fenólicos fueron liberados de los estéres 

de tartarato, alcanzando su máximo entre 0 y 2 h de incubación, después de este 

periodo estuvieron prácticamente ausentes en el medio. 

En el caso del ácido gálico, su concentración se ve en constante aumento desde 

el inicio de la digestión gastrointestinal in vitro, llegando a una concentración 

máxima a las 6, 12 y 24 h de la fermentación colónica in vitro (Figura 14). Se ha 

reportado que el frijol común presenta ácido elágico, lo que sugiere la presencia 

de taninos hidrolizables, ya que este ácido proviene de la hidrólisis de elagitaninos 

(González de Mejía et al., 1999). También se ha determinado la presencia de 

fenoles hidrolizables y polifenoles hidrolizables en frijol común (Grajales-García, 

2010; Treviño-Mejía, 2013). 
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Mosele et al. (2015), mencionan que los taninos hidrolizables pueden ser 

hidrolizados durante la digestión bajo condiciones ácidas (etapa gástrica) y 

alcalinas (etapa del ID), resultando en un incremento de los monómeros que 

componen a estos taninos. Es por ello, que en las primeras etapas de la digestión 

gastrointestinal in vitro del frijol común, el ácido gálico pudo haber sido generado 

por la hidrólisis de polifenoles hidrolizables y de ácido gálico glucósilado. 

Van Dorsten et al. (2012) y Mosele et al. (2015) demostraron un incremento 

gradual de ácido gálico en la fermentación colónica in vitro de un extracto de té 

negro y de productos de granada, respectivamente. Mosele et al. (2015) lo 

atribuye a la hidrólisis de elagitaninos (Liu et al., 2013) y a la liberación de ácido 

gálico de la matriz alimentaria hacia el medio de la fermentación como 

consecuencia de la actividad microbiana (Saura-Calixto et al., 2010). Así mismo, 

en este trabajo se obtuvo un incremento de la concentración de ácido gálico 

durante la fermentación colónica in vitro del frijol común, que pudo deberse a la 

degradación de taninos hidrolizables y a la ruptura de ácido gálico glucósilado 

presente en la FND del frijol común por la microbiota presente en inoculo fecal.  

 

Absorción en intestino delgado de ácidos fenólicos y (+)-catequina. 

En la Figura 16 se muestra el porcentaje de absorción de ácidos fenólicos y (+)-

catequina en condiciones de intestino delgado (ID). El total de compuestos 

bioaccesibles en ID corresponde a la suma de los compuestos de la FND (no 

absorbidos) y de DID; siendo DID los compuestos absorbidos (Cuadro 3). 

El orden de absorción de los compuestos fenólicos de mayor a menor es el 

siguiente: ác. cumárico ≥ ác. gálico ≥ ác. clorogénico ≥ ác. caféico = ác. ferúlico = 

(+)-catequina (Figura 16). El promedio entre los porcentajes de absorción de estos 

compuestos es del 29.54% y para los ácidos fenólicos es del 30.94%. Este último 

concuerda con los resultados obtenidos por Mosele et al. (2015), quienes 

estudiaron la absorción de compuestos fenólicos durante la simulación de ID de 

productos de granada, determinando para los ácidos fenólicos bioaccesibles en ID 

una absorción de 28.90%.   
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Figura 16. Absorción de ácidos fenólicos y (+)-catequina en condiciones de ID. 

ID: Intestino  delgado. Media ± ES (n=3). Por grupo diferencia  estadística significativa (p<0.05) por 

la prueba de Tukey 

 

En un estudio realizado por Borges et al. (2013), reportaron que en el intestino 

delgado se llevaba a cabo la absorción del 40% de compuestos fenólicos ingeridos 

a partir de una bebida. Dicho estudio se realizó en humanos tomando muestras 

del fluido ileal, el porcentaje de absorción se determinó comparando contra la 

concentración inicial de la bebida. En este mismo estudio se determinó para ácido 

gálico una absorción en el ID del 27.2%; Xuan et al. (2014) y Mosele et al. (2015) 

determinaron en productos de granada la absorción del ácido gálico en ID, 

reportando valores del 10.26%-33.33% y del 32.12%, respectivamente.  

Por otra parte, Donovan et al. (2001) realizaron un estudio en el que determinaron 

la absorción de la catequina en ID, siendo esta del 35%; mientras que Carbonaro 

et al. (2001) en intestino de rata reportan una absorción del 30%. 

 

6.2.2 Capacidad antioxidante 

En el Cuadro 10 se muestra la capacidad antioxidante durante la digestión 

gastrointestinal in vitro, mediante dos métodos: ABTS y FRAP. 



 

66 
 

Capacidad antioxidante por ABTS 

Este método puede ser utilizado en un amplio intervalo de pH y se aplica para 

sistemas tanto acuosos como orgánicos (Restrepo-Sánchez et al., 2009). A 

diferencia del radical DPPH, que involucra transferencia de hidrógenos; el radical 

ABTS involucra tanto la transferencia de átomos de H como de electrones (Gülçin, 

2012). 

Para el EM del frijol común se obtuvo una capacidad antioxidante (ABTS) de 7.73 

µmol TEAC/g muestra seca (Cuadro 10). Este resultado se encuentra dentro de lo 

reportado por Marathe et al. (2011), quienes evaluaron en cinco variedades de 

frijol común la capacidad antioxidante (ABTS), obteniendo resultados entre 6.04 y 

23.86 µmol TEAC/g, dependiendo de la variedad. Treviño-Mejía (2013) para la 

misma variedad de frijol común (BM) reporta una capacidad antioxidante (ABTS) 

de 4.14 µmol TEAC/g muestra seca. 

 

Cuadro 10. Capacidad antioxidante durante la digestión gastrointestinal in vitro. 

TRATAMIENTO 
ABTS 

(µmol TEAC/g muestra seca) 

FRAP 

(µmol FeSO4/g muestra seca) 

EM 7.73 ± 0.31d 13.11 ± 0.16b 

Boca 13.83 ± 0.29c 13.29 ± 0.36b 

Estómago 9.43 ± 0.41d 14.95 ± 0.23a 

DID 3.51 ± 0.30e 11.63 ± 0.50c 

FND 7.75 ± 0.22d 11.24 ± 0.34c 

EF 

2 h 52.58 ± 0.41b 9.54 ± 0.32d.e 

6 h 55.06 ± 1.55a,b 8.91 ± 0.26e 

12 h 56.61 ± 1.32a 10.68 ± 0.30c,d 

24 h 51.48 ± 1.48b 8.18 ± 0.32e 

DID: dentro de intestino delgado; FND: fracción no digerible; EF: extracto de fermentación; h: 

horas; TEAC: capacidad antioxidante en equivalentes de trolox. Media ± ES (n=3). Letras 

diferentes por columna indican diferencia estadística significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

En la Figura 17 se muestran los cambios de la capacidad antioxidante (ABTS) 

conforme se lleva a cabo la digestión gastrointestinal in vitro. Se puede observar 
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que la capacidad antioxidante incrementó de forma importante durante la 

fermentación colónica.  Cabe destacar, que las variaciones de la capacidad 

antioxidante, mediante ABTS, tuvieron correlación significativa con los CF 

bioaccesibles en las determinaciones de fenoles totales, flavonoides, taninos 

condensados y ác. gálico (HPLC) (Figura 7, 8, 14), para cada etapa del proceso 

de digestión, presentándose correlaciones entre  0.8919 y 0.9516 (Cuadro 11). 

Estos resultados indican que los compuestos fenólicos que se van liberando de la 

matriz alimentaria, contribuyen de forma importante a la capacidad antioxidante, 

en este caso medida por el método de ABTS, el cual informa de la capacidad de 

los compuestos contenidos en la muestra para estabilizar el radical ABTS+, ya sea 

por transferencia de electrones o de átomos de H. 

 

 

Figura 17. Capacidad antioxidante (ABTS) durante la digestión gastrointestinal in 

vitro. 

EM: Extracto metanólico; DID: Dentro de intestino delgado; FND: Fracción no digerible; EF: 

Extracto de Fermentación; H: Horas; TEAC: capacidad antioxidante en equivalentes de trolox.  

Media ± ES (n=3). Letras diferentes por grupo indican diferencia estadística significativa (p<0.05) 

por la prueba de Tukey.   
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Cuadro 11. Correlaciones entre compuestos fenólicos y capacidad antioxidante 

 ABTS FRAP Fenoles totales 

Fenoles totales 0.8919 -0.5983 1.0000 

Flavonoides 0.8973 -0.5064 0.9255 

Taninos condensados 0.9365 -0.6346 0.9649 

Ác. Caféico -0.7191 0.6542 -0.7704 

Ác. Cumárico -0.0086 -0.1266 -0.4074 

Ác. Clorogénico -0.6564 0.6666 -0.5991 

Ác. Ferúlico 0.1150 -0.2582 -0.2696 

Ác. Gálico 0.9516 -0.6526 0.9381 

(+)-Catequina -0.1364 0.5818 0.0218 

El coeficiente de correlación fue calculado de acuerdo al método de Pairwise. 

 

Capacidad antioxidante por FRAP 

Este método ha sido adaptado y usado para probar antioxidantes en diferentes 

alimentos o bebidas (Pellegrini et al., 2003). El poder reductor refleja la habilidad 

de los compuestos para modular el tono redox en plasma y tejidos (Gülçin, 2012).  

El EM del frijol común presentó una capacidad antioxidante (FRAP) de 13.29 µmol 

FeSO4/g muestra seca (Cuadro 10); Marathe et al. (2011) reportan una capacidad 

antioxidante entre 10.22 y 34.41 µmol FeSO4/g para cinco variedades de frijol 

común. Baardseth et al. (2010) obtuvieron una capacidad antioxidante (FRAP) del 

0.17 al 2.6 µmol FeSO4/g para una variedad de frijol común, usando distintos 

métodos de cocción. También Xu y Chang (2009) muestran resultados de 

capacidad antioxidante entre 10 y 40 µmol FeSO4/g para dos variedades de frijol 

común con diferentes métodos de cocción. 

En la Figura 18 se muestra la capacidad antioxidante con la prueba de FRAP, esta 

se comporto de forma diferente que la prueba de ABTS (Figura 17). De hecho, los 

valores más bajos de FRAP se presentaron durante la fermentación colónica in 

vitro. Serrano et al. (2007) también reportaron para legumbres, que la capacidad 

antioxidante medida mediante FRAP fue más baja durante la fermentación 
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colónica in vitro; sugiriendo que esto se podía deber a que algunos antioxidantes 

liberados de la matriz alimentaria durante la fermentación colónica sirvieron de 

sustrato para el metabolismo bacteriano. Lo que concuerda con las correlaciones 

entre FRAP con ácido caféico, clorogénico y (+)-catequina (Cuadro 11), que están 

entre 0.5818 y 0.6666; ya que estos compuestos se ven disminuidos durante la 

fermentación colónica in vitro (figura 10, 11 y 15); así como  estos compuestos, 

otros que no fueron determinados en este trabajo pudieran haber sido usados por 

la microbiota, disminuyendo la capacidad reductora de la muestra. 

 

 

Figura 18. Capacidad antioxidante (FRAP) durante la digestión gastrointestinal in 

vitro. 

EM: Extracto metanólico; DID: Dentro de intestino delgado; FND: Fracción no digerible; EF: 

Extracto de Fermentación; H: Horas; TEAC: capacidad antioxidante en equivalentes de trolox.  

Media ± ES (n=3). Letras diferentes por grupo indican diferencia estadística significativa (p<0.05) 

por la prueba de Tukey.  

 

Se ha informado que ambas técnicas, ABTS y FRAP, son adecuadas para mediar 

la capacidad antioxidante de frutas y hortalizas, y que los antioxidantes contenidos 

en este tipo de materiales tienen diferente reactividad frente a los dos métodos 

(Prior et al., 2005). Cabe mencionar, que los mecanismos de acción de estas 
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técnicas son distintos, mientras que el mecanismo de reacción en FRAP es por 

transferencia de electrones, el de ABTS es tanto por transferencia de electrones 

como por transferencia de átomos de H (Nilsson et al., 2005).   

Por otra parte, Kamiloglu y Capanoglu (2014) reportan diferencias en sus ensayos 

de capacidad antioxidante (ABTS y FRAP) entre las muestras gástricas e 

intestinales; con lo cual ellos sugieren que se consideren los pH de las pruebas de 

capacidad antioxidante. Ya que es bien sabido que la capacidad para captura de 

radicales de los polifenoles, es altamente dependiente del pH con valores altos de 

pH, lo que incrementa significativamente su capacidad; esto se ha atribuido a la 

desprotonación de  los grupos hidroxil presentes en los anillos aromáticos de los 

compuestos fenólicos (Tagliazucchi et al., 2010). De este modo el ensayo de 

FRAP (pH 3.6) podría ser más apropiado para evaluar la capacidad antioxidante 

en muestras gástricas, y la prueba de ABTS (pH neutro) podría ser más apropiado 

para evaluar muestras intestinales (tanto de intestino delgado como extractos de 

fermentación colónica in vitro) con un pH=7 (Kamiloglu y Capanoglu, 2014). 

El ácido gálico presenta una significativa correlación con los fenoles totales 

(Cuadro 11); siendo el ácido fenólico mayoritario en frijol común cocido antes y 

durante la digestión gastrointestinal in vitro, mostrando una alta contribución en la 

capacidad antioxidante (ABTS) de la muestra a lo largo de la digestión (Cuadro 

11). 

 

6.2.3 Metabolitos de compuestos fenólicos en el extacto de fermetación 

colónica (EF). 

Se ha reportado que el frijol común presenta una alta cantidad de taninos 

condensados o proantocianidinas (PA), que incluyen taninos solubles e insolubles 

(Gu et al., 2004; USDA, 2004; Serrano et al., 2009). Díaz et al. (2010) informaron 

que los principales monómeros que componen a los taninos condensados en 

diversas variedades de frijol común son catequina (60.3%), galocatequina (25%) y 

afzelequina (14.7%). Cuando las PA son consumidas nos son absorbidas ni 

degradadas en monómeros durante su tránsito a través del estómago, sino que 
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llegan al colon prácticamente sin alteraciones (Arts y Hollman, 2005; Manach et 

al., 2005).  En el colon son metabolizadas por la microbiota asociada a varios 

ácidos fenólicos, tales como los derivados de los ácidos hidroxifenilacético,  

hidroxifenilpropiónico, benzóico, entre otros (Déprez et al., 2000; Larrosa et al., 

2009). 

En el Cuadro 12 se muestran las concentraciones de los metabolitos de 

fermentación colónica de los CF, en extractos de fermentación de 2, 6, 12 y 24 

horas; los cuales presentaron dos compuestos que han sido reportados como 

metabolitos de fermentación colónica de las proantocianidinas (Monagas et al., 

2009).  El ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) se encontró en los cuatro 

extractos, siendo su concentración menor a las 2 h, y no presentado diferencia 

significativa en los extractos de 6, 12 y 24 h. Mientras que el ácido 3,4-

dihidrohidrocinámico (3-(3,4-dihidroxifenil)propiónico, DHCA) no fue detectado a 

las 2 h, sino que se presentó en horas posteriores, donde mantuvo su 

concentración (Cuadro 12). Se ha demostrado la presencia de DOPAC y DHPA en 

extractos de fermentación colónica de otros alimentos y compuestos; para DOPAC 

se ha reportado en la fermentación colónica de arándanos (Jakesevic et al., 2011), 

de jugo de uva (Stalmach et al., 2013), de rutina (Rechner et al., 2004), de 

quercetina (Aura et al., 2002); y para DHCA en la fermentación de jugo de uva 

(Stalmach et al., 2013) y de ácido clorogénico (Rechner et al., 2004).  

 

Cuadro 12. Concentración (µg/g de muestra seca) de metabolitos de compuestos 

fenólicos en extractos de fermentación colónica in vitro mediante HPLC-DAD. 

TRATAMIENTO Ác. 3,4-dihidroxifenilacético Ác. 3,4-dihidroxihidrocinamico 

EF 

2 h 206.30 ± 6.42b <LD 

6 h 309.19 ± 12.17a 92.96 ± 0.28a 

12 h 313.73 ± 10.44a 91.56 ± 2.33a 

24 h 303.40 ± 10.22a 92.03 ± 2.28a 

EF: extracto de fermentación; h: horas; E: equivalentes; <LD: menor al límite de detección. Media ± 

ES (n=3). Letras diferentes por grupo indican diferencia estadística significativa (p<0.05) por la 

prueba de Tukey. 
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Por otra parte, en el Cuadro 13 se muestra el pH durante la fermentación colónica 

in vitro de varias muestras. Se puede observar que los valores de pH disminuyen 

tanto para los controles positivos (rafinosa, ác. clorogénico) como para la FND del 

frijol común cocido. El pH del control negativo sólo presentó cambios ligeros en el 

pH, mostrando no diferencias significativas entre el inicio (0 h) y final de la 

fermentación (24 h). La FND tuvo los valores más bajos de pH durante la 

fermentación colónica (Cuadro 13). Comparando estos resultados, puede 

sugerirse que la microbiota está actuando sobre las muestras que presentan 

sustratos fermentables, produciendo acidificación en el medio por los metabolitos 

que va liberando (Campos-Vega et al., 2009). 

 

Cuadro 13. Medición del pH en el medio de incubación durante la fermentación 

colónica in vitro. 

Muestra 
pH 

0 h 2 h 6 h 12 h 24 h 

Ác. clorogénico 6.71 ± 0.02
Ca 

6.54 ± 0.02
Bb 

6.27 ± 0.05
Bc 

6.24 ± 0.04
Bc 

5.86 ± 0.01
Bd 

Rafinosa 7.40 ± 0.02
Aa 

ND 4.75 ± 0.02
Cb

 ND 4.13 ± 0.04
Cc 

FND 6.35 ± 0.01
Da 

5.98 ± 0.02
Cb 

4.17 ± 0.04
Dc 

3.66 ± 0.01
Cd 

3.45 ± 0.03
De 

Control (-) 7.30 ± 0.02
Ba

  6.99 ± 0.02
Ac

  6.75 ± 0.01
Ad 

7.06 ± 0.04
Abc 

7.21 ± 0.01
Aab 

Cada valor representa la media de dos experimentos independientes con dos réplicas ± error 
estándar. FND: fracción no digerible; ND: no determinado. Letras mayúsculas diferentes por 
columna expresan diferencia significativa entre las diferentes muestras bajo las mismas 
condiciones (α<0.05) por la prueba de Tukey. Letras minúsculas diferentes por renglón expresan 
diferencia significativa entre los tiempos de fermentación (α<0.05) por la prueba de Tukey. 

 

6.3 Efecto de EF en el modelo de macrófagos murinos 

Para el ensayo celular primero se evaluó la citotoxicidad (viabilidad celular) del 

extracto de fermentación de 12 h (EF 12 h) a diferentes concentraciones para 

usarlo como tratamiento antiinflamatorio (producción de NO).  Se seleccionó el EF 

12 h porque fue el extracto de fermentación que presentó mayor concentración de 

fenoles totales, flavonoides, taninos condensados, ácido gálico y capacidad 

antioxidante (ABTS). 
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6.3.1 Efecto del EF  del frijol común cocido sobre la viabilidad celular  

En el presente estudio se evaluó el efecto del EF 12 h del frijol común cocido 

sobre la viabilidad de las células RAW 264.7 por medio del ensayo de MTT, 

permitiendo evaluar la citotoxicidad de dicho extracto. En la Figura 19 se observa 

que las diferentes concentraciones del EF 12h en los macrófagos con y sin 

inducción (con y sin LPS: lipopolisacáridos), no mostraron diferencias significativas 

con respecto al control, presentando viabilidad celular >90%. Por lo tanto, se 

puede concluir que las concentraciones evaluadas del EF (10, 20, 25, 30, 40 y 

50%) no mostraron efectos citotóxicos significativos sobre las células RAW 264.7.  

 

Figura 19. Efecto del EF sobre la viabilidad celular en macrófagos RAW 264.7 

La prueba de viabilidad celular se realizó en el medio de cultivo celular sin (A) y con LPS (B). EF: 

Extracto de fermentación colónica de frijol común cocido de las 12 h; LPS: lipopolisacáridos. Cada 

valor representa la media de dos análisis independientes ± error estándar.*Indica diferencia 

significativa en A con respecto a LPS (-) y en B con respecto LPS (+), por la prueba de Dunnett 

(p<0.05). 
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Estos resultados nos permiten continuar con el siguiente ensayo, ya que al 

demostrarse que el extracto es seguro, se puede usar como tratamiento para 

disminuir la producción de óxido nítrico (NO). 

 

6.3.2 Efecto del EF del frijol común cocido sobre la producción de óxido 

nítrico (NO) en macrófagos RAW 264.7 estimulados con lipopolisacáridos. 

Cuando los macrófagos son activados expresan transcripcionalmente la isoenzima 

inducible iNOS, la cual es responsable de la prolongada producción de NO (Ding 

et al., 1988; Nathan y Xie, 1994). La generación fisiológica o normal de NO media 

las acciones bactericidas y tumoricidas de los macrófagos; sin embargo, cuando 

existe una liberación aberrante de NO, se lleva a cabo el incremento de la 

inflamación, así como el daño al tejido (Thiemermann y Vane, 1990; Evans, 1995). 

Por tanto, la inhibición de la producción de NO es un blanco terapéutico importante 

en el desarrollo de agentes antiinflamatorios (Tsao et al., 2002).  

El modelo celular de macrófagos murino RAW 264.7 estimulado sólo con LPS, 

induce la transcripción de iNOS y la síntesis de proteína y subsecuentemente la 

producción de NO (Yoon et al., 2009). Por tanto, este sistema celular es un 

excelente modelo para la evaluación de blancos importantes, como lo es el NO.  

Debido a la corta vida media del NO in vivo, se usa la producción de nitrito como 

biomarcador de la producción de NO en células RAW 264.7 estimuladas con LPS 

(Hevel y Marletta, 1994). 

Para evaluar el efecto del EF de 12 h del frijol común cocido sobre la producción 

de NO en células RAW 264.7 estimuladas con LPS, se usó el ensayo colorimétrico 

de Griess. El cual midió la acumulación de nitrito, un producto estable de NO, en el 

medio de cultivo. Las concentraciones que se probaron del EF de 12 h fueron del 

10, 20, 25, 30, 40 y 50%. 

En la Figura 20 se pueden observar los resultados obtenidos. La producción de 

NO disminuyó de manera dependiente de la concentración  del EF de 12 h, siendo 

el EF 50% el que mostró una menor producción de NO; esto comparando contra la 
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producción de NO del control positivo LPS (+). Cabe destacar que es a partir del 

EF 20% donde se presentan diferencias significativas en la producción de NO con 

respecto al control LPS (+). Al observar este efecto, se llevó a cabo el cálculo de la 

concentración media inhibitoria (IC50) del NO (Figura 21). 

 

 

Figura 20. Efecto del EF de frijol común cocido sobre  la producción de NO en 

macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS 

EF: Extracto de fermentación colónica de frijol común cocido de las 12 h; LPS: lipopolisacáridos. 

Cada valor representa la media de dos análisis independientes ± error estándar. * Indica diferencia 

significativa con respecto al tratamiento con LPS (+) por la prueba de Dunnett (p<0.05).  

 

La IC50 del NO para el EF de 12 h fue del 21.96% (Figura 21), que corresponde a 

las siguientes concentraciones de CF y metabolitos de fermentación colónica de 

CF: 0.19 µM de ác. caféico, 0.05 µM de ác. cumárico, 0.14 µM de ác. ferúlico, 

231.77 µM de ác. gálico, 25.56 µM de catequina,  27.84 µM de DOPAC y 7.50 µM 

de DHCA.  

Sabiendo los compuestos presentes y sus concentraciones en el EF de 12 h al 

21.96%, se decidió realizar un experimento cuyo tratamiento fuese la mezcla de 

estos compuestos puros, esto para comparar su contribución en la inhibición de la 

producción de NO con respecto al EF de 12 h. Los compuestos puros que se 

utilizaron en la mezcla para  evaluar la producción fueron los siguientes: ác. gálico, 

catequina, DOPAC y DHCA. Esta mezcla inhibió el 59.90 ± 2.16% la producción 

de NO, siendo mayor su inhibición que el 21.96% de EF de 12 h. Esto puede 
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deberse a que el EF de 12 h, no sólo presenta compuestos fenólicos y metabolitos 

de los mismos, sino otros productos de fermentación colónica provenientes de 

fibra y proteína, los cuales pueden presentar un efecto sinérgico o antagónico en 

la inhibición de la producción de NO; además de que el extracto (EF 12 h) 

proviene de una fermentación colónica in vitro, donde pueden encontrarse restos 

fecales que puedan ocasionar algún efecto antagónico.  

 

 

Figura 21. Concentración media inhibitoria de NO para EF 12 h en macrófagos 

RAW 264.7 estimulados con LPS 

EF: Extracto de fermentación colónica de frijol común cocido de las 12 h; IC50: concentración media 

inhibitoria; NO: óxido nítrico; LPS: lipopolisacáridos. Cada valor representa la media de dos análisis 

independientes ± error estándar.  

 

En recientes estudios se ha reportado que los compuestos fenólicos (CF) del frijol 

común presentan actividad antiinflamatoria; García-Lafuente et al. (2014), además 

de encontrar una correlación entre los CF y la capacidad antioxidante de extractos 

del frijol común; reportan que cuando fue mayor la concentración de CF en el 

extracto, también fue más alta la actividad antiinflamatoria, inhibiendo la 

producción de NO en macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS, a través de la 

inhibición de la expresión de iNOS mRNA. Por otro lado, aunque en este trabajo 

no se realizó la medición de genes en incflamación, existe una gran evidencia de 

que los CF modulan la cascada inflamatoria en diferentes niveles, incluyendo la 

expresión de genes que codifican interleucinas (García-Lafuente et al., 2009). 

IC50= 21.96% de EF 12 h 
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García-Lafuente et al. (2014) también muestran en su trabajo de investigación que 

los extractos de frijol común inhiben la expresión de genes IL-1β, IL-6 y TNF-α en 

macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS. 

Otros estudios también reportan la actividad antiinflamatoria de los CF, como Jang 

et al. (2013) que estudiaron las hojas de guayaba, cuyos extractos fenólicos 

disminuyeron significativamente la producción de NO de manera dosis-

dependiente en células RAW 264.7 estimuladas con LPS. Siendo la concentración 

del extracto de hoja de guayaba de 30 µg/mL, inhibió el 52.58% de la producción 

de NO. En este estudio, el total de compuestos fenólicos presentes en los 

extractos correlaciono positivamente con el efecto inhibitorio del NO (r=0.841). Los 

CF mayoritarios en los extractos de hoja de guayaba fueron ácido gálico y 

catequina, los cuales también fueron los mayoritarios en los EF de 12 h (Cuadro 

9).  

También se ha demostrado la actividad antiinflamatoria de metabolitos de 

fermentación colónica de los CF. Por ejemplo, Monagas et al. (2009) reportaron 

que los ácidos fenólicos dihidroxilados, como el ácido 3,4-dihidrofenilacético 

(DOPAC) y 3,4-dihidroxifenilpropiónico, provenientes del metabolismo de 

proantocianidinas por la microbiota asociada, tuvieron propiedades 

antiinflamatorias, reduciendo significativamente la producción de citocinas 

proinflamatorias (TNF-α, IL-β e IL-6) en células mononucleares de sangre 

periférica estimuladas con LPS.  Además, en trabajos realizados por Larrosa et al. 

(2009) informaron que los ácidos fenólicos dihidroxilados, tales como DOPAC y 

ácido hidrocaféico (DHCA), proveen la mejor inhibición de la producción de 

prostaglandina E2 en células de cáncer de fibroblastos (CCD-18) estimuladas con 

IL-β.         
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VII. CONCLUSIONES 

 

El frijol común (P. vulgaris L.) variedad Bayo Madero presentó diferencia en la 

liberación de compuestos fenólicos (CF) a través de la digestión enzimática y 

fermentación colónica in vitro. La mayor liberación de CF (fenoles totales, 

flavonoides, taninos condensados, ácido gálico) y la más alta capacidad 

antioxidante (ABTS) se obtuvo durante la fermentación colónica in vitro; siendo el 

extracto de fermentación colónica de 12 h (EF 12h), el que presentó una mayor 

concentración de CF y la más alta capacidad antioxidante (ABTS). Se presentaron 

correlaciones >0.8919 entre la capacidad antioxidante (ABTS) y los CF 

bioaccesibles (fenoles totales, flavonoides, taninos condensados, ácido gálico) 

para cada etapa de la digestión enzimática y fermentación colónica in vitro. 

Alrededor del 30 al 40% del total de CF bioaccesibles en intestino delgado fueron 

absorbidos, sin detectar absorción de taninos condensados. Los EF presentaron 

metabolitos de la fermentación colónica de proantocianidinas que han sido 

asociados a diversas actividades biológicas: ácido 3,4-dihidroxifenilacético 

(DOPAC) y ácido 3,4-dihidrohidrocinámico (DHCA). El EF de12h también mostró 

actividad antiinflamatoria al reducir la producción de NO de manera dosis-

dependiente en macrófagos estimulados con LPS, donde el IC50 fue del 21.96%; 

que corresponde a 0.19 µM de ác. caféico, 0.05 µM de ác. cumárico, 0.14 µM de 

ác. ferúlico, 231.77 µM de ác. gálico, 25.56 µM de catequina,  27.84 µM de 3,4-

DOPAC y 7.50 µM de DHCA. 

Estos resultados sugieren que las propiedades biológicas asociadas a los CF de 

frijol común cocido, como capacidad antioxidante y actividad antiinflamatoria, se 

ejercen principalmente en el colon. Debido a que la mayor parte de los CF del frijol 

común permanecen en la matriz alimentaria hasta llegar a la fermentación 

colónica, donde son liberados y biotransformados por la microbiota asociada; 

resultando en un incremento de compuestos fenólicos bioaccesibles y en la 

formación de metabolitos de compuestos fenólicos con propiedades biológicas.    
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