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RESUMEN 

El incremento en el consumo de botanas ha obligado a generar propuestas 

saludables que permitan no sólo la saciedad sino el aporte de beneficios en la salud, 

especialmente en la prevención de las Enfermedades No Transmisibles (ENT). El 

uso de ingredientes de la dieta tradicional mexicana como el maíz y el frijol se perfila 

como alternativa gracias a sus compuestos bioactivos vinculados a la reducción del 

efecto de las ENT por su acción sobre inflamación celular, punto de partida de estas. 

Por ello, el objetivo de este trabajo fue caracterizar y evaluar el potencial 

antiinflamatorio de la fracción no digerible (FND) de una botana horneada de harina 

de maíz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocido. 

Para ello, se caracterizaron química y nutracéuticamente las materias primas y la 

botana horneada y se obtuvo el extracto fermentado de la FND (EFFND) a través 

de una de digestión gastrointestinal in vitro y fermentación colónica in vitro. Los 

compuestos fenólicos (CF) se liberaron a lo largo del tracto gastrointestinal, variando 

su bioaccesibilidad y absorción (9 – 19 %), presentando concentraciones en el 

EFFND de 24 horas (EFFND24) mayores a los demás tiempos de fermentación y 

mayores valores de capacidad antioxidante (ABTS y DPPH). Los CF y 

oligosacáridos (OS) que no fueron absorbidos alcanzaron el colon donde fueron 

fermentados por la microbiota colónica generaron cambios en el pH y produjeron 

ácidos grasos de cadena corta (AGCC) (acético, propiónico y butírico) como 

producto de la actividad fermentativa. El EFFND24 también mostró potencial 

antiinflamatorio al reducir la producción de óxido nítrico (hasta el 87%) de forma 

dosis-dependiente en macrófagos RAW 264.7 previamente estimulados con 

lipopolisacáridos. Estos hallazgos sugieren el uso potencial de botanas de maíz y 

frijol en la prevención de las ENT gracias a propiedades biológicas en procesos 

inflamatorios asociados a CF y AGCC. 

Palabras Clave: Botanas, inflamación celular, ácidos grasos de cadena corta, 

compuestos fenólicos.  
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ABSTRACT 

Increasing on world’s snack consumption has led to generate healthy 

proposal that allow not only satiety but also health benefits, especially on non-

transmissible diseases (NTD) prevention. Use of Mexican diet traditional ingredients 

like corn and beans profile has an alternative due their bioactive compounds linked 

to the reduction of NTD effects by its action over cell inflammation, the origin of many 

of them. Thus, the objective of this work was to characterize and evaluate the anti-

inflammatory potential of the non-digestible fraction (NDF) from an oven-baked 

nixtamalized corn (Zea mays L.) and cooked common bean (Phaseolus vulgaris L.) 

snack. Briefly, the raw materials and the oven-baked snack was chemical, 

nutraceutical characterized, and the fermented non-digestible fraction (FNDF) was 

obtained performing in vitro gastrointestinal and in vitro colonic fermentation. The 

phenolic compounds (PC) were released along the gastrointestinal tract, varying it 

bioaccesibility and absorption (9 – 19 %), where the FNDF of 24 hours (FNDF24) 

had the higher concentrations of them compared to the other fermentation times, 

and higher antioxidant capacity values (ABTS and DPPH). The PC and 

oligosaccharides that were not absorbed reached colon where they were fermented 

by colonic microbiota, producing pH changes and short-chain fatty acids (SCFA’s) 

(acetic, propionic, butyric) as result of fermentative activity. The FNDF24 also 

exhibited anti-inflammatory potential by a dose-dependent decreasing of nitric oxide 

production (87%) on RAW 264.7 macrophages previously stimulated with 

lipopolysaccharides. These findings suggest the potential use of corn and bean 

snacks on the prevention of NTD related to biological properties on inflammatory 

processes associated to PC and SGFA’s.  

Keywords: Snacks, cell inflammation, short-chain fatty acids, phenolic compounds.  
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I. INTRODUCCIÓN 

Es indiscutible el papel que han desempeñado el maíz y el frijol en la historia 

de Mesoamérica, llegando a convertirse en los dos alimentos más importantes de 

la nutrición de grandes grupos poblacionales de América Latina (Paredes-López et 

al., 2006). Hoy en día el consumo de estos dos productos aporta importantes 

nutrientes, lo que hace relevante su ingesta, y más por el gran potencial nutracéutico 

que tienen, el cual ha sido asociado principalmente a la disminución de las 

Enfermedades No Transmisibles (ENT) como el sobrepeso, la obesidad, la diabetes 

tipo II, enfermedades cardiovasculares y cáncer, entre otras, que tienen como punto 

de partida un origen inflamatorio a nivel celular (Hotamisligil et al., 1993; Hotamisligil 

et al., 1995; Pradham, 2007; Pradham et al., 2003; Riordan et al., 2009; Weisberg 

et al., 2003).  

El uso de la técnica alcalina de cocción de maíz, conocido como 

nixtamalización, se ha sugerido que surgió de modo accidental en las antiguas 

sociedades mesoamericanas y representó un procedimiento crucial en la 

preparación de productos a base de maíz porque ayudó a hacer más accesible el 

grano y a mejorar su calidad nutricional al incorporar calcio a la matriz alimenticia 

que representa el maíz y mejorar su calidad proteica (Bressani, 2008; Paredes-

López et al., 2006).  

Estos productos a base de maíz han encontrado alta diversificación 

expresado en el consumo de tortillas y botanas que han alcanzado buena 

popularidad (como los totopos y las tostadas), aunque esto no las exime de su fama 

de ser consideradas de bajo valor nutrimental, papel relegado a los cambios 

fisicoquímicos y nutrimentales de sus componentes durante su proceso de 

transformación y las deficiencias nutricionales de los que parte la materia prima de 

elaboración (como son el bajo contenido de aminoácidos esenciales como lisina y 

triptófano), sin que ello implique descartar el alto aporte nutrimental de la 

nixtamalización como procedimiento que incrementa el contenido de minerales de 

estos productos y aumenta la digestibilidad proteica . Asimismo, los procesos de 

fritura y extrusión (que son los que principalmente se aplican en la elaboración de 
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botanas) añaden cantidades considerables de aceite y ácidos grasos saturados (en 

estos últimos, especialmente en la adición de sabores, ya que su alta hidrofobicidad 

requiere de vehículos lipídicos) que están relacionados con problemas para la salud 

(Capriles et al., 2009)  

La alta demanda mundial de botanas hace relevante la investigación y 

elaboración de las mismas cumpliendo las características nutrimentales y 

nutracéuticas que sean benéficas para la salud, lo que ha llevado a impulsar la 

utilización de materias primas que ofrezcan éstas características y que se conviertan 

en alternativas saludables que permitan, a largo plazo, el reemplazo de botanas 

poco saludables. Entre estas materias primas, las combinaciones de harinas de 

maíz y frijol conforman una mezcla importante porque presentan un perfil 

nutracéutico complementario, donde las deficiencias en aminoácidos esenciales del 

maíz son cubiertas por un mayor y mejor perfil de aminoácidos de frijol, así como el 

aporte conjunto de compuestos bioactivos (polisacáridos, compuestos fenólicos, 

oligosacáridos, etc.) (Bressani, 2008; Paredes-López et al., 2006; Treviño-Mejía et 

al., 2016).  

Asimismo, evidencia ha indicado que gran parte de la patogénesis de las ENT 

se relaciona con el proceso de inflamación celular al haberse encontrado varios 

mediadores pro inflamatorios e incremento de la expresión de sus mARN en muchas 

de estas enfermedades. La inflamación ha sido vinculada, tras evidencia derivada 

de estudios epidemiológicos y modelos animales, con la resistencia a la insulina 

(Pradham, 2007; Pradham et al, 2003), con la obesidad al considerarse ésta 

marcada por una respuesta inflamatoria (Hotamisligil et al., 1993; Hotamisligil et al., 

1995) y las patologías inflamatorias mucosas (Pradham, 2007; Monk et al., 2015).  

Finalmente, es importante también investigar los efectos significativos en la 

salud que puedan aportar estas nuevas alternativas nutricionales con el fin de 

validar sus referidas propiedades nutracéuticas y nutrimentales, por lo que el 

objetivo de este trabajo es la caracterización y evaluación de la actividad 

antiinflamatoria de la fracción no digerible de una botana horneada de harina de 

maíz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocido.  
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II. ANTECEDENTES 

II.1. DIETA Y SALUD  

Históricamente hablando, los sistemas alimenticios y los patrones en la dieta 

se han relacionado intrínsecamente con la vida social, cultural y económica, y han 

dotado a los individuos de determinadas comunidades de una identidad nacional. 

Estos patrones de dieta, si bien no eran nutricionalmente ideales, se relacionaban 

con bajas tasas de obesidad y enfermedades crónicas, ahora reconocidas como no 

transmisibles (Monteiro y Cannon, 2012). Desafortunadamente, el desplazamiento 

de los sistemas tradicionales de alimentación en África, Asia y Latinoamérica por 

productos ultra procesados ricos en azúcares, grasas o sales, comercializados por 

grandes corporaciones trasnacionales de alimentos y bebidas se ha incrementado 

rápidamente desde la década de 1980 y ello ha generado un incremento de las ENT 

como la obesidad (Monteiro & Cannon, 2012). Ésta última ha sido tal vez una de las 

enfermedades mayormente vinculadas a la dieta; Tanumihardjo et al. (2007) han 

descrito una paradoja que enlaza pobreza, inseguridad alimentaria y malnutrición a 

obesidad (o el estado de sobre nutrición), en la que indican que a pesar de que la 

dieta de muchas personas que viven en la pobreza tiene la cantidad adecuada de 

calorías que requieren para sus actividades diarias, la falta de calidad dietaria de su 

ingesta es insuficiente para promover un nivel de salud adecuado y prevenir las 

ENT. 

Se considera que sólo en México, el sobrepeso y la obesidad se han 

convertido en el factor de riesgo modificable más importante, donde cerca del 71.3 

% de los adultos mexicanos padecen una condición de éste tipo, especialmente en 

la cuarta y quinta década de vida (Barquera et al., 2013). Se ha estimado que para 

el año 2017 las pérdidas por enfermedades atribuibles al sobrepeso y la obesidad 

llegará a los $77,919 millones de pesos (Secretaría de Salud de México, 2010).  

Por lo tanto, se ha propuesto la necesidad de incrementar los esfuerzos por 

estimular una alimentación saludable centrada en alimentos y preparaciones 
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tradicionales, buscando maneras de orientar a la población a realizar elecciones 

saludables en el consumo de alimentos industrializados. Adicional a la dieta, la 

actividad física y los estilos de vida que reduzcan el sedentarismo también se han 

planteado como alternativas importantes para la reducción de la incidencia de las 

enfermedades ya mencionadas (Barquera et al., 2013; FAO-WHO, 2004).  

II.2. MAÍZ (Zea mays L.) 

II.2.1. Generalidades 

El maíz (Zea mays L.) es uno de los cereales más importantes en la dieta 

y nutrición de un amplio número de población en el mundo, proveyendo junto al 

trigo y la avena al menos el 30 % de las calorías a más de 4500 millones de 

personas en 94 países. El maíz también es un ingrediente clave en la 

alimentación animal y ha sido utilizado extensivamente en productos 

industriales, incluidos los biocombustibles (Arendt & Zannini, 2013; Shiferaw et 

al., 2011). En América Latina, especialmente en México y Centro América, el 

maíz se consume principalmente en la población rural, más en la población 

femenina que en la masculina, encontrándose un incremento en su consumo en 

virtud de la reducción del ingreso económico (Bressani, 2008).  

II.2.2. Estructura y composición química  

El grano de maíz, botánicamente hablando, es una cariópside formado 

por cuatro estructuras principales: el pericarpio o cáscara, el germen o embrión, 

el endospermo y la pilorriza (pedicelo o pedúnculo) como se muestra en la Figura 

1 (Delcour & Hoseney, 2010).  
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Figura 1. Corte longitudinal (a) y transversal (b) del grano de maíz. 

(Delcour & Hoseney, 2010) 

El pericarpio, cáscara o salvado tiene un elevado contenido de fibra cruda 

(87 %) constituida fundamentalmente de hemicelulosa y celulosa que conforman 

una red que protege y contiene a las demás estructuras del grano. El resto de la 

composición química de la misma son cenizas, proteínas y azúcares (Benítez-

Cardoza y Pfeiffer-Perea, 2006). 

El germen del grano contiene aproximadamente 34 % de lípidos, 19 % de 

proteínas y 28 % de materiales solubles (azúcares, proteínas hidrosolubles, 

vitaminas y minerales) y algunos materiales insolubles en menor proporción.  En 

ésta sección del grano se encuentra cerca del 65 % del contenido total de 

albúminas y el 25 % del total de globulinas (Eckhoff et al., 2003). El endospermo 

se clasifica en: duro (córneo y vítreo) y suave (opaco y harinoso); en el primero 

de ellos los gránulos de almidón están densamente empaquetados por una 

gruesa matriz proteica, mientras que en el segundo la matriz proteica es delgada 

(Eckhoff et al., 2003). Aproximadamente el 98 % del total del almidón del grano 

se encuentra en el endospermo (Arendt & Zannini, 2013). La pilorriza es la 
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sección que conecta al grano con la mazorca, actuando como vía de paso de 

nutrientes de la mazorca al grano (Eckhoff et al., 2003). 

Esta conformación estructural del grano es responsable del contenido 

nutricional del maíz, que va a depender de la variedad y condiciones ambientales 

donde se cultive, aunque en términos generales la composición química del 

grano se muestra en el Cuadro 1.  

Cuadro 1. Composición química porcentual del maíz discriminado por fracciones 

(%) 

Fracción del Grano Grano  Proteína  
Carbohidratos  

Lípidos  Cenizas 
Almidón Azúcares  

Pilorriza  

(Pedúnculo, Pedicelo) 
0.8 9.1 5.3 1.6 3.8 1.6 

Pericarpio 5.3 3.7 7.3 0.3 1.0 0.8 

Germen 11.5 18.8 8.2 10.8 34.5 10.1 

Endospermo 82.3 9.4 86.4 0.6 0.8 0.3 

Grano Entero 100 10.3 81.5 2.0 4.8 1.4 

(Paredes-López et al., 2006) 

II.2.3. Compuestos bioactivos 

Los fitoquímicos, definidos como compuestos vegetales bioactivos, han 

sido relacionados con la reducción del riesgo de ENT como: obesidad,  diabetes 

tipo 2, cardiovasculares y cáncer (Boivin et al., 2009; Sun et al.,  2002). Se estima 

que más de 5000 fitoquímicos han sido identificados en frutas, vegetales y 

granos, y un largo porcentaje sigue aún sin descubrir. Estos compuestos pueden 

clasificarse principalmente en compuestos fenólicos, carotenoides, alcaloides, 

compuestos nitrogenados y compuestos sulfurados, entre otros (Liu, 2004). 

II.2.3.1. Compuestos Fenólicos 

Los compuestos fenólicos son considerados como una de las más 

importantes fuentes de antioxidantes en cereales. La mayoría de los 

compuestos fenólicos conjugados son los flavonoides, donde los fenoles se 
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encuentran enlazados principalmente a ácidos fenólicos (Cuevas-Montilla et 

al., 2011).  

Los compuestos fenólicos tienen uno o más anillos aromáticos con uno 

o más grupos hidroxilo y son generalmente clasificados como ácidos 

fenólicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas y taninos. Estos son productos 

del metabolismo secundario de las plantas y proveen funciones esenciales 

en la reproducción y crecimiento de las mismas; actúan como mecanismos 

de defensa contra diferentes patógenos, enfermedades, parásitos y 

depredadores y contribuyen al color de las plantas (Liu, 2004). De la Parra et 

al., (2007) han reportado que el mayor contenido de compuestos fenólicos 

totales se encuentra en maíz amarillo, seguidos del azul y el blanco.  

Entre los flavonoides, de los cuales se han identificado más de 4000,  

han sido descritos las flavonas (apigenina, luteolina), flavonoles (quercetina, 

miricetina), flavononas (naringenina, herperidina), catequinas (epicatequina, 

galocatequina), antocianidinas (cianidina, pelargonidina) e isoflavonas 

(genisteína, daidzeína), cuya principal diferencia química es la estructura 

genérica del anillo C o anillo heterocíclico oxigenado que tienen todos los 

flavonoides en su estructura (Liu, 2004; Prior, et al., 2006), como se muestra 

en la Figura 2.  

 

Figura 2. Estructura típica de un flavonoide (Liu, 2004) 

En cuanto a los ácidos fenólicos, éstos pueden ser subdivididos en dos 

grandes grupos: ácidos hidroxibenzoicos y ácidos hidroxicinámicos. Algunos 

derivados de los primeros son el ácido ρ-hidroxibenzoico, vanílico, siríngico 

y gálico (Heleno et al., 2014). Respecto al ácido hidroxicinámico están 
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derivados de importancia como el ρ-cumárico, cafeico, ferúlico y sinápico, 

presentes en forma esterificada y unidos a los componentes de la pared 

celular estructural como celulosa, lignina y proteínas (Liu, 2004).  

El ácido ferúlico, o ácido 4-hidroxi-3-metoxicinámico, es uno de los 

fitoquímicos importantes del maíz y otros cereales y está presente 

principalmente en forma ligada a la pared celular de la planta (De la Parra et 

al., 2007; Luo & Wang, 2012), donde la mayoría del mismo está asociado al 

pericarpio del maíz (González et al., 2004). Los mayores contenidos de ácido 

ferúlico se encuentran en el maíz rojo, seguido del azul y el blanco, y se 

conoce que éste compuesto inhibe la oxidación de lípidos y protege a las 

células del daño oxidativo (De la Parra et al., 2007), es antiinflamatorio (Ou 

et al., 2003) y se ha informado que tiene efectos antidiabéticos a través de la 

estimulación de la secreción de insulina (Nomura et al., 2003). Tanto  el ácido 

ferúlico como el ácido ρ-cumárico y sus derivados han sido relacionados con 

un amplio intervalo de bioactividad, entre los que destacan los efectos 

antioxidantes y anticarcinogénico (Cuevas-Montilla et al., 2011). Gracias a la 

mayor permanencia del ácido ferúlico libre en la sangre que otros 

antioxidantes, es por ello que sus efectos benéficos son más duraderos y 

protege adecuadamente contra el ataque de radicales libres (Srinivasan et 

al., 2007). 

II.2.3.2. Carotenoides 

Los carotenoides son los pigmentos más comunes en la naturaleza y 

han recibido especial atención por su papel como antioxidantes, como pro 

vitaminas y fuertes extintores de los singletes de oxígeno (Michaud et al., 

2000). Los carotenoides tienen un esqueleto formado por 40 unidades de 

isopreno, con estructuras que pueden estar cíclicas en uno o ambos finales, 

pueden tener diversos niveles de hidrogenación y pueden contener varios 

grupos funcionales oxigenados (Liu, 2004).  Los mayores contenidos de 

luteína, zeaxantina y β-caroteno se registran en el maíz amarillo (siendo 
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responsables de su color amarillo), mientras que el maíz blanco presenta los 

mayores valores de β-criptoxantina (De la Parra et al., 2007). 

Algunos estudios han informado asociaciones inversas entre la ingesta 

de carotenos (β-caroteno, luteína, licopeno y criptoxantina) en relación al 

cáncer de pulmón, lo que sugiere que los carotenos son parcialmente 

responsables de conferir protección contra este tipo de cáncer (Michaud et 

al., 2000). También se ha demostrado los efectos inhibitorios del β-caroteno 

en lesiones preneoplásticas inducidas por modelos de hepatocitos 

resistentes en ratas Wistar, por lo que el consumo prolongado de 

carotenoides puede conferir cierto grado de protección contra la neoplasia 

(Luo & Wang, 2012). Palozza et al. (2001) reportaron que a altas 

concentraciones de β- caroteno éste actúa como pro oxidante y ha sido 

probado que induce la apoptosis de ciertas células cancerígenas como las 

de colon, de melanoma y leucemia (Palozza et al., 2003). 

II.2.3.3. Antocianinas 

Las antocianinas son el mayor grupo de pigmentos hidrosolubles en 

plantas y van desde el rojizo hasta el púrpura, conformando la clase más 

común de flavonoides. En las plantas, debido a cantidades y posiciones 

diferentes de los grupos hidroxilo, han sido clasificadas en seis grupos de 

antocianidinas. Entre los cereales, el maíz ha sido probado que es el cereal 

que contiene la segunda más alta concentración y en mayor diversidad de 

antocianinas, de las que se ha demostrado su capacidad antioxidante como 

compuestos anti inflamatorios y anti cancerígenos (Abdel-Aal et al., 2006). La 

concentración total y los tipos de antocianinas depende del tipo de maíz; por 

ejemplo: el maíz morado contiene dos veces más que el maíz rojo (Luo & 

Wang, 2012). Las antocianinas más populares que han sido identificadas son 

la cianidina-3-glucósido, pelargonidina-3-glucósido, peonidina-3-glucósido, 

pelargonidina-3-(63-malonilglucósido), cianidin-3-(63-malonilglucósido) y 

cianidin-3-(33,63-dimalonilglucósido). El 70% de los derivados de la cianidina 

se encuentran en el pericarpio y la capa de aleurona (Luo & Wang, 2012). 
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A pesar de ser consideradas como no nutritivas, las antocianinas han 

sido asociadas a múltiples beneficios para la salud, ya que tienen alta 

actividad antioxidante (Prior et al., 1998), reducen la presión sistólica en ratas 

hipertensas (Toyoshi & Kohda, 2004)   y se ha sugerido que previenen la 

obesidad y diabetes en estos mismos animales (Tsuda et al., 2003). Las 

antocianinas del maíz púrpura también han sido asociadas con la reducción 

de la mutación en células inducida por la 2-amino-1-metil-6-fenilimidazopirina 

(PhIP) e igualmente reducen químicamente la carcinogénesis colon rectal en 

ratas macho inducidas químicamente con 1,2-dimetilhidrazina (Hagiwara et 

al., 2001) 

II.2.3.4. Almidón Resistente 

El Almidón Resistente (AR) es aquél que escapa de la digestión en el 

intestino delgado y potencialmente actúa como uno de los principales 

contribuyentes al contenido de carbohidrato fermentables en el intestino 

grueso. Se han reconocido diferentes clases de almidón resistente (Cuadro 

2).  
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Cuadro 2. Clasificación del almidón resistente por naturaleza y fuente:  

Subtipo Naturaleza Fuente 

Almidón 

resistente 1 

 

Es atrapado en la matriz 

alimenticia, y es físicamente 

inaccesible a la enzima (amilasa) 

Granos y semillas enteras o 

parcialmente molidas. 

Almidón 

resistente 2 

Resistente a la digestión por su 

estructura granular. 

Papa cruda, plátano inmaduro, 

algunas legumbres y almidones 

altos en amilosa (del maíz). 

Almidón 

resistente 3 

Se retrograda a amilosa y 

amilopectina durante el 

procesado de alimentos. 

Alimentos cocidos como papas, 

pan y hojuelas. 

Almidón 

resistente 4 

Es producido por modificaciones 

químicas 

No se encuentra en la 

naturaleza, aunque tiene gran 

variedad de estructuras. 

(Murphy et al., 2008) 

Se ha reportado que el consumo de almidón resistente tiene varios 

efectos benéficos en la salud como el mantenimiento de los niveles normales 

de colesterol sérico (Mikulíková et al., 2008), mejora la excreción fecal del 

mismo (Silvester et al., 1997), altera las poblaciones microbianas como 

lactobacillus y bifidobacterias del intestino e incrementa la formación de 

ácidos grasos de cadena corta en el mismo (Bird et al., 2000); reduce los 

síntomas de diarrea y, conjugando los anteriores beneficios, reduce el riesgo 

de cáncer cecal, aterosclerosis y complicaciones relacionadas con la 

obesidad (Murphy et al., 2008). Del mismo modo, como el almidón resistente 

modera la tasa de digestión (tarda de 5 a 7 horas en digerirse tras ser 

consumido), se ha encontrado su capacidad para reducir la glicemia 

postprandial y la insulinemia y tiene el potencial de incrementar el período de 

saciedad  (Sajilata et al., 2006).  
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II.2.3.5. Saponinas 

Las saponinas son glicósidos ampliamente distribuidos en el reino 

vegetal e incluyen un grupo muy diverso de compuestos caracterizados por 

su estructura, que contiene una aglicona esteroidea o triterpenoide y una o 

más cadenas de azúcares (Mazza et al., 2007), conformando una 

combinación de elementos estructurales polares y no polares que explican 

su comportamiento similar al jabón en soluciones acuosas (Vincken et al., 

2006).  

Tradicionalmente las saponinas han sido consideradas como factores 

antinutricios (Thompson, 1993) y algunas veces se ha limitado su uso debido 

a su sabor amargo (Ridout et al., 1991). A pesar de estas limitantes, las 

saponinas tienen amplias propiedades farmacológicas, medicinales, 

microbiológicas e insecticidas y son altamente termolábiles (Vincken et al., 

2006)  

Evidencias de numerosos estudios confirman que la actividad 

biológica de las saponinas está influenciada tanto por la aglicona como por 

los residuos azucarados. La mayoría de la información existente en cuanto a 

las relaciones entre actividad y estructura viene de investigaciones realizadas 

en la acción hemolítica de las saponinas (Podolak et al., 2010). Dentro de 

esto, la lisis de eritrocitos es una de las características biológicas de las 

saponinas mayormente consideradas, considerándose que ejercen dicho 

efecto al interactuar con la membrana de colesterol, provocando su 

desestabilización (Francis et al., 2002).  

Mingsan et al. (2007) evaluaron los efectos de las saponinas 

provenientes de un extracto de maíz común en un modelo de diabetes en 

ratones ocasionado por el suministro de aloxano y glucosa intragástrica, 

encontrando que a bajas dosis de estas dos sustancias, las saponinas del 

maíz común (Zea mays L.) ejercen buen efecto en la reducción de los niveles 
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de glucosa sanguíneos y en la prevención del daño ocasionado por 

medicamentos de las células β-pancreáticas.  

Miao et al. (2008) reportaron que en ratas con diabetes inducida por 

estreptozocina, el tratamiento con saponinas del maíz común las mismas 

disminuye de forma significativa los niveles de glucosa sanguínea y podría 

prevenir el daño (inducido por estreptozocina) en células β-pancreáticas.  

II.2.3.6. Fitosteroles 

Los fitosteroles, conocidos como “esteroles vegetales”, son los 

constituyentes menores de los aceites vegetales pero, a pesar de ello, son 

componentes esenciales de las paredes y membranas celulares (Piironen et 

al., 2000). Hasta el momento, se han encontrado más de 250 esteroles y 

compuestos relacionados diferentes en plantas y materiales marinos (Luo & 

Wang, 2012). Basado en el número de grupos metil en la posición C-4, los 

fitosteroles pueden clasificarse en tres tipos: el 4-desmetilesterol o esteroles 

simples, los 4,4-dimestilesteroles y el 4-monometilesterol (Grunwald, 1975).  

Varios estudios han señalado que el aceite extraído del grano entero 

de maíz es muy rico en fitosteroles  (Piironen et al., 2000). La distribución de 

los fitosteroles y fitostanoles varía en las diferentes fracciones del grano de 

maíz, como endospermo, pericarpio y germen  (Harrabi et al., 2008). Los 

fitosteroles más comúnmente consumidos a partir de aceite de maíz son 

sitosterol, estigmasterol y campesterol, todos pertenecientes a la clasificación 

de los 4-desmetilesteroles. La estructura química de dichos fitosteroles es 

muy similar a la del colesterol, difiriendo únicamente en la cadena lateral (Luo 

& Wang, 2012).  

Los efectos benéficos de los fitosteroles han sido evaluados y un 

consumo dietario de los mismos se ha visto negativamente relacionado con 

la absorción de colesterol y el colesterol sérico LDL (lipoproteína de baja 

densidad) total (Moghadasian & Frohlich, 1999; Jiang & Wang, 2005). Debido 

a su estructura con colesterol, los principales mecanismos involucrados en 
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los beneficios dietarios de los fitosteroles se dan por medio de la inhibición 

de la absorción de colesterol a través del intestino y su subsecuente 

estimulación compensatoria de síntesis de colesterol, resultando en una 

mejor eliminación de colesterol en las heces.  

Un estudio realizado por Ostlund et al. (2002) comparó la absorción de 

colesterol en sujetos humanos sanos que consumieron aceite de maíz y el 

mismo aceite con remoción comercial de fitosteroles, encontrando que la 

absorción de colesterol fue 38 % mayor en el grupo que consumió aceite con 

remoción comercial de fitosteroles que aquellos que consumieron el aceite 

natural, por un período de dos semanas. Asimismo, cuando el aceite de maíz 

que contenía fitosteroles fue añadido a aquél que no los contenía (el 

comercial), la absorción de colesterol fue nuevamente significantemente 

reducida. Por lo tanto, el consumo de aceite de maíz por un largo período de 

tiempo podría reducir las concentraciones de colesterol y prevenir la 

enfermedad ateroesclerótica.  

II.2.4. Nixtamalización 

Se denomina nixtamalización al proceso consistente en someter el maíz 

a un proceso térmico alcalino que lleva a la transformación del mismo en 

diversos productos, entre los que el más conocido es la tortilla, razón por la cual 

el proceso se realiza especialmente en los países que consumen ésta última. En 

algunas áreas de México y Centroamérica el procedimiento descrito se sigue 

llevando a cabo de manera doméstica, implicando un esfuerzo físico que 

requiere altas cantidades de energía y agua, proceso que permite obtener la 

apreciada tortilla, pero con un alto costo ambiental por el alto poder contaminante 

del proceso, lo que ha llevado a nivel industrial a buscar alternativas más 

eficientes como la producción de harinas nixtamalizadas de forma comercial 

(Bressani, 2008).  

El proceso básico de nixtamalización parte de maíz entero, el cual se 

mezcla con dos partes de solución acuosa al 1% de hidróxido de calcio 
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(Ca(OH)2). La mezcla luego es calentada a 80 °C durante 20 a 45 minutos (con 

agitación) y se deja reposar durante la noche por espacio de 8 a 14 horas. Al día 

siguiente, el agua de remojo del maíz (color amarillo lechoso) es descartada y el 

maíz remojado es lavado de dos a tres veces con agua limpia, removiendo la 

cáscara, la cápsula, eliminando el exceso de cal y posibles impurezas que 

pudiera haber tenido el grano. El agua de remojo se denomina “agua de 

nixtamal” (nejayote) y al maíz cocido obtenido “nixtamal”. Posteriormente, éste 

nixtamal es pasado por un proceso de molienda que permite obtener la harina, 

de la que se requieren sólo 50 g que al cocerse sobre un plato caliente o de 

barro (el “comal”) permite obtener las tortillas (Bressani, 2008).  

El procedimiento antes descrito induce cambios en la estructura del grano 

del maíz, su composición química, propiedades funcionales y valor nutritivo. En 

términos generales, la nixtamalización permite el rompimiento parcial del 

pericarpio (facilitando el descascarado del grano e incrementando su suavidad 

y plasticidad), incrementa la concentración de calcio en el maíz a consecuencia 

de la ligadura entre el almidón y éste mineral y aumenta el porcentaje proteico 

(por la pérdida de la cáscara). Del mismo modo, produce pequeñas pérdidas de 

almidones y azúcares, pérdida del extracto etéreo del maíz, reducción del 

contenido de fibra cruda, pérdida de algunas vitaminas del complejo B e 

incremento del valor nutricional del maíz (por la liberación de aminoácidos y 

reducción del contenido de ácido fítico) (Bressani, 2008; Paredes-López et al., 

2009). 

II.3. FRIJOL COMÚN (Phaseolus vulgaris L.) 

II.3.1. Generalidades 

El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es ampliamente conocido y 

consumido en varias partes del mundo porque conforman una fuente rica y 

barata de proteínas (20 % al 25 %) y carbohidratos (50 % al 60 %). También es 

una fuente relativamente buena de vitaminas y minerales, principalmente en la 
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población de países desarrollados (Hnatuszko-Konka et al., 2014 ; Rehman et 

al., 2001).  

II.3.2. Composición Química y Valor Nutrimental 

La composición química y nutrimental del frijol común se muestra en el 

Cuadro 3. Los carbohidratos son los mayores componentes en las leguminosas 

(55-65%), donde el almidón y la fibra dietaria o polisacáridos no almidonados 

son los mayores constituyentes (Hoover & Zhou, 2003; Osorio-Díaz et al., 2002). 

La fibra dietética se encuentra principalmente en las paredes celulares de la 

cascarilla y el endospermo (Paredes-López et al., 2006).  
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Cuadro 3. Composición química del frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 

 Aspecto Indicador Contenido 

Composición Química (%) 

Proteína 14.00 – 33.00 

Lípidos 1.50 – 6.20 

Fibra 

Total 14.00 – 19.00 

Soluble 3.10 – 7.60 

Insoluble 10.10 – 13.40 

Cenizas 2.90 – 4.50 

Carbohidratos 52.00 – 76.00 

Calidad de Proteína 
Digestibilidad 52.00 – 75.00 

Relación de Eficiencia Proteínica 0.70 – 1.50 

Aminoácidos Esenciales  

Fenilalanina + Tirosina 5.30 – 8.20 

Isoleucina 2.80 – 5.80 

Leucina 4.90 – 9.90 

Lisina 6.40 – 7.60 

Metionina + Cisteína 1.20 – 1.50 

Treonina 4.40 – 7.00 

Triptófano - 

Valina 4.50 – 6.70 

Vitaminas (mg/100 g.) 

Tiamina (B1) 0.86 – 1.14 

Riboflavina (B2) 0.14 – 0.27 

Niacina (B3) 1.16 – 2.68 

Piridoxina (B6) 0.34 – 0.64 

Ácido Fólico 0.17 – 0.58 

Minerales (mg/100 g.) 

Calcio 9.00 – 200.00 

Fósforo 460.00 

Cobre 0.70 – 1.20 

Hierro 3.80 – 7.60 

Magnesio 200.00 

Zinc 2.20 – 4.40 

Otros Componentes 

Taninos (mgeq.cat/g)a 9.60 – 131.40 

Inhibidores de Tripsina (UIT/mg)b 13.00 – 29.00 

Ácido Fítico (%) 0.60 – 2.70 

a Miligramos equivalentes de catequina por gramo 
b Unidades de inhibición de tripsina por miligramo 

(Paredes-López et al., 2006) 



18 
 

Las proteínas del frijol común (Cuadro 3), tienen adecuada composición 

de aminoácidos aromáticos y algunos básicos pero es deficiente en algunos 

aminoácidos esenciales como son los azufrados (metionina, cistina y triptófano), 

situación que puede ser compensada al combinar los frijoles con cereales como 

el maíz o arroz. Otros componentes importantes del frijol lo constituyen las 

vitaminas del complejo B, algunos minerales como el hierro y otros 

componentes, considerados bioactivos, tales como antioxidantes y polifenoles 

(Paredes-López et al., 2006). 

II.3.3. Compuestos bioactivos  

Al igual que otras leguminosas, las semillas de frijol común contienen 

cierto número de sustancias bioactivas entre las que se incluyen inhibidores 

enzimáticos, lectinas, fitatos, oligosacáridos y compuestos fenólicos que juegan 

un papel protector en seres humanos y animales que frecuentemente consumen 

estos productos (Champ, 2002).  

Algunos compuestos bioactivos han sido considerados como factores anti 

nutricionales debido a su efecto en la calidad dietaria: los inhibidores 

enzimáticos, las lectinas, el ácido fítico y algunos compuestos fenólicos pueden 

reducir la digestibilidad proteica (Belitz & Weder, 1990; Liener, 1994) y disminuir 

la biodisponibilidad de minerales (Sandberg, 2002). Sin embargo, se ha 

informado que la mayoría de éstos compuestos son termolábiles y no todos 

actúan negativamente en el metabolismo: el ácido fítico tiene un efecto protector 

y antioxidante sobre el ADN (Midorikawa et al., 2001), los compuestos fenólicos 

como los flavonoides y ácidos fenólicos tienen propiedades antioxidantes (Pietta, 

2000; Yeh & Yen, 2003)  y los galactooligosacáridos se han relacionado con 

actividad prebiótica (Rycroft et al., 2001). En general, la presencia de 

compuestos bioactivos en el frijol común (Phaseolus vulgaris L.) se ha 

relacionado con una disminución de las ENT (Feregrino-Pérez et al., 2008). 
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II.3.3.1 Compuestos Fenólicos 

Los compuestos fenólicos son uno de los más importantes 

componentes bioactivos de los frijoles asociados a beneficios a la salud. El 

color de la cubierta de los frijoles se atribuye a la presencia y cantidad de 

polifenoles como los flavonoles, glicósidos, taninos condensados y 

antocianinas, y muchos de ellos dependen de los cultivares y las clases 

comerciales. Los frijoles blancos contienen significativamente menos 

compuestos fenólicos que los coloreados, los cuales tienen cantidades en 

orden decreciente: pequeño rojo, pinto, red kidney oscuro, negro, Great 

Northern y blanco (Oomah et al., 2008). 

Aparicio-Fernández et al. (2008) reportaron para en un extracto 

metanólico de frijol negro “Jamapa” una fuerte correlación entre su 

concentración de pro antocianidinas y su capacidad antiradical  (medida por 

el método DPPH), así como su capacidad antiproliferativa de células HeLa 

(células de adenocarcinoma humano). Lo anterior fue atribuido a que los 

compuestos fenólicos presentes fueron capaces de incrementar la expresión 

de las proteínas de Caspasa 3 y Bax, indispensables para la formación del 

Apoptosoma y el inicio del proceso de apoptosis en células cancerígenas.  

Mattei et al. (2011) reportaron que el contenido de compuestos 

fenólicos del frijol negro o caraota (Phaseolus vulgaris) lo perfilan como un 

alimento funcional. Otros autores han indicado que algunos compuestos 

fenólicos de las variedades negras de P. vulgaris, especialmente de ácidos 

hidroxicinámicos, flavonoles, antocianinas y proantocianinas ayudan en la 

prevención de enfermedades crónicas tales como cáncer, afecciones 

cardiovasculares, obesidad y diabetes.  

II.3.3.2. Flavonoides 

Los flavonoides son los constituyentes monoméricos de los taninos 

condensados, aunque también es muy común encontrarlos como 

monómeros libres (Campos-Vega et al., 2012b). Se ha reportado que los 
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compuestos flavonoides en frijol tienen actividad biológica tanto in vitro como 

in vivo. Los principales compuestos flavonoides extraídos de frijol son las 

antocianinas y proantocianidinas, que han mostrado actividad antioxidante 

(principalmente debido a su capacidad para formar complejos con metales) y 

antimutagénica. Estudios epidemiológicos sugieren que el consumo de 

alimentos ricos en flavonoides protege contra enfermedades asociadas al 

estrés oxidativo tales como enfermedad coronaria y cáncer (Aparicio-

Fernández et al., 2005; Beninger & Hosfield, 2003). 

La presencia de antocianinas ha sido reportada sólo en frijoles de 

coloraciones negra y azul-violeta (Aparicio-Fernández et al., 2006). Los 

taninos condensados, también llamados protoantocianidinas, se encuentran 

principalmente en las cubiertas de las semillas (Aparicio-Fernández et al., 

2006) y han mostrado actividad antioxidante significativa en relación al BHT 

(Hidroxitolueno butilado), un antioxidante comúnmente utilizado de forma 

comercial en alimentos (Beninger & Hosfield, 2003). El ácido ferúlico es el 

ácido fenólico más abundante en frijoles comunes, así como niveles 

intermedios de ácidos ρ-cumárico y sinápico (Campos-Vega et al., 2012b). 

II.3.3.3 Saponinas 

Se ha probado que las saponinas pueden ser valiosas promotoras 

anti-carcinogénesis gracias a su efecto antioxidante y sus efectos citotóxicos 

selectivos y directos contra células cancerígenas y regulación de la 

proliferación celular (Rao & Sung, 1995). Los efectos biológicos de las 

saponinas dependen de las estructuras químicas así como el número de 

contaminantes dentro del extracto de interés (Kaiser et al., 2010). Asimismo, 

las concentraciones de las mismas dependen del nivel de germinación de la 

semilla y el tratamiento que recibe, ya que se ha encontrado que los brotes 

de frijoles negros (Phaseolus vulgaris L.) tienen mayores concentraciones de 

saponinas en comparación con los cotiledones o las cubiertas, y se 

incrementan con el remojo se la semilla (Guajardo-Flores et al., 2012) .  
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Guajardo-Flores et al. (2013) evaluaron la actividad antioxidante y 

antiproliferativa de extractos de saponinas y flavonoides provenientes de 

frijoles negros (Phaseolus vulgaris L.) germinados, encontrando que las 

saponinas de los mismos ejercen una inhibición de la proliferación de células 

cancerígenas de cáncer de colon y hepático (líneas celulares CaCo2 y 

HepG2, respectivamente).  

Chavez-Santoscoy et al. (2014b) examinaron los efectos de saponinas 

y flavonoides de extractos metanólicos de cubiertas de semillas de frijol negro 

(Phaseolus vulgaris L.) sobre el metabolismo de lípidos en células de 

hepatocitos primarios de ratones C57BL/6, encontrando que la soyasaponina 

A es la principal saponina encontrada en las cubiertas y que en conjunto con 

los demás componentes del extracto reducían significativamente la expresión 

de los genes SREBP1c, FAS (proteínas lipogénicas clave) y HMGCR y 

estimulaban la expresión de los transportadores reversos de colesterol 

ABCG5/ABCG8 y CYP7A1 en el hígado; del mismo modo, hubo un 

incremento en la expresión del gen PPARα, una disminución de los depósitos 

lipídicos hepáticos y un incremento en la secreción de bilis, mostrando así el 

modo como el extracto podría incidir en la excreción de colesterol en parte 

por la vía de síntesis ácida de bilis.  

II.3.3.4 Fitosteroles 

En legumbres, los fitosteroles están en pequeñas cantidades, siendo 

los más comunes el β-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Campos-Vega 

et al., 2012b). Ryan et al. (2007) reportaron que el contenido total de 

fitosteroles en leguminosas variaba alcanzaba valores aproximados de 134 

mg/100 g (para frijol común kidney), siendo el contenido de β-sitosterol en 

butter beans de aproximadamente 85 mg/100 g y 86 mg/100 g. para frijol 

común kidney, y estas variedades tienen cantidades apreciables de 

escualeno, α y β-tocoferol, por lo que sugieren que tienen un perfil de ácidos 

grasos favorable desde una perspectiva cardioprotectora. Nyström et al. 
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(2012) establecieron que para frijoles negros el fitosterol más abundante es 

el sitosterol.  

Chavez-Santoscoy et al. (2014a) identificaron y cuantificaron 

fitosteroles en las cubiertas de semillas de frijol negro común (Phaseolus 

vulgaris L.) por medio de HPLC con UV-Visible y detectores de dispersión de 

luz por evaporación. Asimismo, evaluaron el efecto de dichos fitosteroles en 

el metabolismo lipídico de hepatocitos primarios de ratas, encontrando que 

disminuyen la lipogénesis por la regulación negativa de proteínas lipogénicas 

como la proteína enlazante del elemento regulatorio de esterol 1 y la síntesis 

de ácidos grasos en los hepatocitos. Por otra parte, se encontró que en éstas 

células los fitosteroles regulan positivamente la expresión de carnitina 

palmitoiltransferasa I, promoviendo así la oxidación de ácidos grasos de 

cadena larga e inhibiendo la solubilidad micelar del colesterol y redujeron la 

activación del receptor X del hígado, expresándose en una disminución de la 

síntesis de ácidos grasos hepáticos y promoción de la oxidación β-hepática 

en ácidos grasos de cadena larga.  

II.3.3.5 Fibra Dietaria 

La fibra dietaria es definida por la Asociación Americana de Químicos 

de Cereales (AACC) como las partes comestibles de plantas o carbohidratos 

análogos que son resistentes a la digestión, conformando la fracción no 

digerible (FND) y absorción en el intestino delgado humano con una 

fermentación completa o parcial en el intestino grueso. Está conformada de 

polisacáridos (como celulosa, hemicelulosa y pectinas), oligosacáridos, 

lignina, compuestos fenólicos y péptidos, entre otros. La celulosa es el mayor 

componente de la fibra cruda en frijoles (red kidney, navy, pinto, rosado y 

black-eye), mientras que el contenido de fibra dietaria total depende de la 

variedad de frijol que se considere (Campos-Vega et al., 2012b). 

La fibra, por su solubilidad, puede clasificarse en soluble o insoluble. 

La fibra soluble se constituye de gomas, pectinas, mucílagos, insulina, 
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almidón resistente y oligosacáridos como rafinosa, estaquiosa y verbascosa 

(Escudero-Álvarez y González-Sánchez, 2006). Al entrar en contacto con el 

agua conforma un retículo en donde queda atrapada, participando en la 

generación de soluciones de alta viscosidad (Escudero-Álvarez y González-

Sánchez, 2006) que tiene importancia metabólica al ayudar en la 

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

postprandial, además de que contribuye a la reducción de colesterol sérico 

asociado a la pérdida de ácidos biliares a través de la materia fecal 

(Roberfroid, 2001; Queiroz-Monici et al., 2005).  

En su fermentación por la microbiota colónica, estas producen ácidos 

grasos de cadena corta (acético, propiónico y butírico) que conforman 

nutrientes importantes para las células colónicas al ayudar a la absorción de 

agua y minerales y tienen efectos protectores en cáncer de colon (Feregrino-

Pérez et al., 2008; Younes et al., 2001).   

Campos-Vega et al. (2012a), en un estudio realizado en un modelo in 

vitro de simulación de la fermentación colónica humana, encontraron que los 

productos de la fermentación de la fracción no digerible del frijol común cv. 

“Bayo Madero” cocido inhibieron la proliferación de células de 

adenocarcinoma colónico HT-29. Se demostró que los ácidos grasos de 

cadena corta, especialmente el propiónico y el butírico (producto de la 

fermentación simulada) eran los responsables de esta inhibición en un 35 %, 

siendo el efecto producido dosis-dependiente.  

Además, se encontró que el extracto de la fermentación colónica 

estimulaba la apoptosis celular por medio de la inducción de la Caspasa 3 y 

reduciendo la mutación de la proteína supresora de tumores p53 (medida por 

la técnica de TUNEL). Asimismo, el estudio encontró evidencia significativa 

de mayor expresión de la molécula p21CIP1 (uno de los inhibidores de 

quinasas ciclino dependientes), inhibición de la actividad del factor de 

transcripción pro inflamatorio NF-κB y de HDAC1 (Histona Deacetilasa, 
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involucrada en el crecimiento de las células HT-29 de cáncer de colon) 

(Campos Vega et al., 2013).  

Feregrino-Perez et al. (2014) evaluaron in vivo el efecto de la fracción 

no digerible de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cv. Negro 8025 en ratas 

Sprague-Dawley alimentadas con esta variedad de frijol, encontrando que en 

aquellas con cáncer colónico inducido por Azoximetano (AOM por sus siglas 

en inglés) hubo un número significativamente bajo del total de Fosas 

Colónicas Aberrantes (ACF por sus siglas en inglés) con un notable 

incremento de las células presentes en la fase G1 (83.14 %), lo que indica 

una disminución del índice de proliferación celular y mayor número de células 

apoptóticas, sugiriendo que la fracción no digerible y sus componentes 

asociados actúan como un inductor de la apoptosis celular en células 

necróticas. 

II.3.3.6 Almidón Resistente 

Se define como la suma del almidón y sus productos de degradación 

que no se absorben en el intestino delgado de sujetos sanos. Éste tipo de 

almidón se fermenta en el colon por cerca de 400 tipos de bacterias de la 

llamada “flora intestinal”, ahora reconocida como microbiota, aunque una 

pequeña proporción suele escapar a dicho proceso degradativo y es 

excretado en las heces. La fermentación produce gases como metano y 

dióxido de carbono y otras sustancias como ácidos grasos de cadena corta 

(acético, propiónico y butírico), que contribuyen al estado general de salud 

del colon. Dependiendo del cultivar y el tipo de procesamiento (cocción), el 

contenido de almidón resistente en los frijoles varía ampliamente (del 21 % 

al 33 %) (Campos-Vega et al., 2012b). 

II.4. INFLAMACIÓN Y COMPUESTOS BIOACTIVOS  

La inflamación es un proceso fisiológico que inicia como respuesta a la 

infección bacteriana o daño en tejidos. Los macrófagos son la primera línea de 
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defensa del sistema inmune contra el ataque de agentes nocivos en los que 

estímulos inflamatorios como los lipopolisacáridos (LPS) activan a estos para que 

produzcan citosinas variadas pro inflamatorias como el factor de necrosis tumoral 

(TNF-α) e interleucinas (IL-1b o IL-6) así como mediadores pro inflamatorios como 

prostaglandina E2 (PGE2) y óxido nítrico (NO), que son sintetizados por la familias 

de ciclooxigenasas (COX) y la sintetasa inducible por óxido nítrico (iNOS), 

respectivamente  (García-Lafuente et al., 2014).   

La producción de dichos mediadores ha sido demostrada en varios tejidos 

inflamados que junto a su expresión incrementada de sus mARN, están 

involucrados en varias enfermedades como aterosclerosis, obesidad, síndrome 

metabólico, diabetes, enfermedades neurodegenerativas y varios tipos de cáncer 

(Cardona et al., 2013; Lee et al., 2010). 

Evidencia epidemiológica ha indicado que las dietas ricas en frutas y 

vegetales podrían reducir la incidencia de ENT que comparten un componente anti-

inflamatorio, efecto atribuido parcialmente a la presencia de diversos componentes 

antioxidantes, principalmente compuestos fenólicos, aunque gran parte de su 

actividad no puede ser explicada únicamente sobre la base de ésta capacidad 

antioxidante, ya que otras investigaciones han demostrado su acción como 

secuestrantes de radicales, modulando procesos de señalización celular durante la 

inflamación (García-Lafuente et al., 2009).  

García-Lafuente et al. (2014) evaluaron en un modelo in vitro de macrófagos 

murinos 264.7 estimulados por lipopolisacáridos (LPS) el efecto anti oxidante y anti 

inflamatorio de extractos metanólicos ricos en compuestos fenólicos provenientes 

de frijol white kidney (WKB) y round purple (RPB), encontrando que RPB (con altas 

cantidades de proantocianidinas, glucósidos de catequina y ácido sinápico) exhibía 

mayor capacidad antioxidante y mejor efecto anti inflamatorio que WKB 

(conformado principalmente por ácidos fenólicos) al reducir la producción de óxido 

nítrico (NO) y de interleucinas IL-1β y IL-6, disminuían la expresión del dímero 

proteico NF-κB p65 pero no ejercían efecto significativo en la producción de factor 

de necrosis tumoral alfa (TNF-α).  
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Moreno-Jiménez et al. (2014) evaluaron los efectos anti inflamatorios y 

antioxidantes de extractos metanólicos de cuatro variedades de frijol común 

(Phaseolus vulgaris L.) (Negro 8025, Bayo Victoria, Pinto Durango y Pinto Saltillo) 

al ser procesados por enlatado (canning) y ebullición en recipiente abierto, en un 

modelo in vitro de células de cáncer de colon (HT-29), encontrándose que éste 

proceso térmico en las variedades de frijol degrada parcialmente algunos 

compuestos fenólicos pero incrementa la producción de otros de un modo cultivar-

dependiente. Asimismo, se encontró que los extractos reducen, de modo cultivar-

dependiente, la expresión de la enzima COX-2 e inhiben la producción de las 

proteínas pro inflamatorias TNF-α, NF-κB e IL-8 (especialmente en las variedades 

Negro 8025 y Pinto Saltillo), aunque también inducen la expresión de proteínas anti 

inflamatorias como IL-10 y COX-10 (principalmente Bayo Victoria).  

II.5. BOTANAS 

Las botanas pueden definirse como comidas pequeñas y ligeras que cumplen 

con condiciones como su fácil manipulación, facilidad de consumo, accesibilidad, 

tamaño pequeño, estar en raciones individuales y satisfacer la sensación de hambre 

momentánea (Pérez-Navarrete et al., 2006).  

El mercado de las botanas ha alcanzado alta complejidad en Norteamérica, 

especialmente en Estados Unidos de Norteamérica. Muchas compañías han estado 

fuertemente promoviendo el valor de sus productos como botana (snack por sus 

siglas en inglés) o incrementando la densidad de los mismos. A pesar de que los 

consumidores aún compran únicamente sus marcas favoritas, muchos buscan 

mejores opciones de precios o sabor. La Corporación Frito Lay es la que domina el 

sector de la botanas, con 6 de sus 10 marcas entre las más populares, donde los 

chips de tortilla/maíz conforman uno de ellas, con altos volúmenes de ventas, y de 

las que se estima que seguirán creciendo en los próximos 4 años hasta alcanzar la 

segunda posición (International Markets Bureau, 2011).  

Las botanas saludables han ido incrementando su posicionamiento en el 

mercado, mostrando un aumento de cerca del 3 % en 2009 frente al año anterior, y 
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un crecimiento de más del 8 % desde 2005. Cerca del 83 % de los consumidores 

declaran que consumen botanas por sus beneficios nutricionales y el 40 % de los 

mismos buscan beneficios más allá de la nutrición básica. Sea como fuere, el sabor 

sigue siendo el parámetro determinante al momento de elegir una botana 

(International Markets Bureau, 2011).  
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III. JUSTIFICACIÓN 

La industria de botanas tiene importancia a nivel mundial, ya que éstas son 

consumidas por todos los rangos de edades poblacionales y actualmente 

representa un considerable mercado en evolución, con ventas anuales estimadas 

en $ 374 mil millones de dólares, distribuidos mayoritariamente en Europa ($ 167 

mil millones) y Norteamérica ($ 124 mil millones). Si bien en América Latina, Asia-

Pacífico y Medio Oriente/África las cantidades son mucho menores, representan las 

regiones que más crecieron en consumo respecto al año 2013, siendo América 

Latina la región que mostró cifras más elevadas (9 % de crecimiento) (The Nielsen 

Company, 2014).  

Por ello, ha habido un especial interés en generar productos de éste tipo que 

puedan no sólo suplir las necesidades de saciedad sino también convertirse en 

alternativas de mayor valor nutricional y un beneficio para la salud. Tradicionalmente 

las botanas han sido asociadas con productos de bajo o nulo contenido nutricional 

y con altos aportes calóricos, lo que ha llevado a relacionarlas con la prevalencia de 

enfermedades no transmisibles como los problemas cardiovasculares, obesidad, 

diabetes y algunos cánceres.   

Como alternativa saludable a los problemas anteriores, se propone la 

evaluación del potencial antiinflamatorio de una botana horneada a partir de maíz 

(Zea mays L.) nixtamalizado y frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocido, 

ingredientes que fueron elegidos por ser de importancia en la alimentación 

tradicional de la población mexicana y debido a sus propiedades benéficas para la 

salud. Muchas de estas propiedades están relacionadas con los componentes con 

actividad biológica de la fracción no digerible, por lo que se propone la 

caracterización de estos, su fermentación y la evaluación del extracto de 

fermentación (EF) sobre la inducción de la inflamación en el modelo de macrófagos 

murinos RAW 264.7.  
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IV. OBJETIVOS 

IV.1. Objetivo general: 

Caracterizar y evaluar el potencial antiinflamatorio de la fracción no digerible 

de una botana horneada de harina de maíz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol 

común (Phaseolus vulgaris L.) cocido. 

IV.2. Objetivos específicos:  

1. Caracterizar los compuestos bioactivos de las materias primas y la botana 

horneada de harina de maíz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol común 

(Phaseolus vulgaris L.) cocido.  

  

2. Evaluar en un modelo de digestión gastrointestinal in vitro la bioaccesibilidad 

de compuestos bioactivos presentes en la fracción no digerible de la botana.  

 

3. Caracterizar los compuestos biodisponibles de la fracción no digerible de la 

botana. 

 

4. Evaluar el potencial antiinflamatorio del extracto fermentado de la fracción no 

digerible en un modelo de macrófagos murinos RAW 264.7 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

V.1   Reactivos 

Se utilizaron α-amilasa, proteasa, amiloglucosidasa, (+)-catequina, ácido 

ferúlico, vainillina, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), Trolox, reactivo de Folin-

ciocalteu, ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzzotiazolina-6-ácido sulfónico)) y kit de 

glucosa (GAGO20-KT) de la marca Sigma-Aldrich, medio de cultivo Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) de American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassa, Estados Unidos), Albúmina Sérica Bovina (Sigma-Aldrich, Canadá Ltd.), 

Plasmina Sérica Bovina (Sigma-Aldrich, Canadá Ltd.); 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT), Dimetil Sulfóxido (DMSO), Suero Fetal Bovino (SFB), 

antibióticos y antimicóticos de la marca Gibco (Gibco, Grand Island, New York); 

Proteasa, α-amilasa, pepsina, pancreatina y bilis bovina de la marca Sigma-Aldrich. 

Mouse Cytokine Antibody Array (R&D Systems), Pierce BCA Protein Assay Kit (Life 

Technologies).  

Del mismo modo, se utilizaron acetona, etanol, ácido clorhídrico, hidróxido de 

sodio, éter etílico, éter de petróleo, ácido bórico, ácido sulfúrico, acetato de sodio, 

carbonato de sodio, hidróxido de potasio, fosfato monobásico de sodio 

monohidratado y metanol de la marca J.T. Baker.  

V.2 Material Biológico 

Se utilizaron seis ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250 y 300 

g., adquiridas del bioterio de la UNAM, Campus Juriquilla (Querétaro, México).  

La línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7 fue obtenida de American 

Type Culture Collection (ATCC, Manassa, Estados Unidos).  

V.3    Materia prima 

Se utilizó maíz (Zea mays L.) y frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 

producidos por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agrícolas y 
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Pecuarias (INIFAP) Campo Experimental Bajío. Asimismo, fue utilizado frijol común 

variedad Bayo Madero y maíz variedad PBN (Población Blanca del Noroeste), una 

población de grano blanco adaptada a regiones subtropicales e integrada con 

germoplasma resistente a enfermedades  calidad de tallo; éste maíz tiene una 

textura de endospermo que varía de cristalina a semi-dentada y ha sido 

seleccionado para incrementar su contenido de aceite.  

V.3.1 Acondicionamiento de la materia prima 

V.3.1.1 Harina de Maíz 

V.3.1.1.1 Proceso de Nixtamalización  

Se llevó a cabo un proceso tradicional de nixtamalización de 

acuerdo a la metodología descrita por Serna-Saldívar et al., (1990). 

Para la cocción, se utilizó una relación de maíz-agua de 1:2 (1 kg de 

maíz por cada 2 litros de agua). Se añadió una cantidad de hidróxido 

de calcio (Ca (OH)2) equivalente a 1% en base al peso inicial del grano, 

con un tiempo de cocción aproximado de 40 minutos. Se dejó reposar 

por 8 horas y se lavará para eliminar los componentes orgánicos 

liberados y el exceso de calcio.  

El grano nixtamalizado fue sometido a molienda en un molino 

de piedras y se sometió a deshidratación en un secador tipo industrial 

Flash a una temperatura de 250 ± 10°C durante 10 segundos. La 

harina obtenida fue dividida a la mitad y cada una de las partes se 

molió con un molino de martillo con mallas de 0.5 mm y 0.8 mm 

respectivamente. Finalmente, se integraron las dos partes de la harina 

y se almacenaron a 4°C protegiéndola de la luz.  



32 
 

V.3.1.2 Harina de Frijol 

V.3.1.2.1 Proceso de cocción y secado   

Se siguió la metodología descrita por Aparicio-Fernández et al. 

(2005), para lo que se tomó una relación de frijol-agua de 1:4. Se 

realizó un proceso de cocción de 2.5 horas a 95 °C. Una vez realizada 

la cocción, el frijol junto al caldo de cocción se secaron en un horno 

por convección a 60 °C durante 4 horas y el producto obtenido se molió 

y tamizó. Para ello, se utilizó una malla 60 para la reducción del 

tamaño de partícula. La harina obtenida se almacenó a 4 °C, 

protegiéndola de la luz.  

V.4 Elaboración de la botana 

Estudios previos realizados por Cuéllar-Núñez, (2015), elaboraron una 

botana horneada de 70 % de harina de maíz (Zea mays L.) nixtamalizado y 30 % 

de harina frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocido, encontrándose que el 

horneado eléctrico obtuvo la mayor aceptación entre el panel sensorial que evaluó 

la botana obtenida. Por cada 100 g de mezcla de harinas maíz nixtamalizado/frijol 

cocido se añadieron 100 mL de agua y 1.5 % de sal, y se formó una masa por medio 

de una amasadora (110 RPM/15 minutos), siendo laminada la masa con 1.5 ± 0.2 

mm de espesor (Coutiño-Estrada et al., 2008). Las piezas se cortaron usando un 

troquelador triangular para obtener la forma de totopos. 

Finalmente, los totopos fueron horneados utilizando un horno eléctrico 

precalentado a 180 ± 2°C por un tiempo de 32 min (Cuéllar-Núñez, 2015).   

V.5 Composición química de harinas y totopos 

Para la composición química y nutracéutica de las materias primas y botanas 

se realizó un molido y tamizado uniforme de las mismas con el fin de homogeneizar 

el tamaño de partícula.  
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V.5.1 Análisis proximal 

Las harinas de frijol y maíz fueron analizadas utilizando las técnicas 

oficiales de la AOAC (2002).  

V.5.1.1 Determinación de humedad (Método 925.10) 

Se pesaron 2 g de muestra en una cápsula de aluminio previamente 

tarada a peso constante. Posteriormente, se colocaron en una estufa 

(previamente calentada) a 130 ± 3°C por 2 horas. La cápsula fue colocada 

en un desecador y se registró su peso. Se obtuvo el porcentaje de humedad 

por medio de la siguiente ecuación: 

% Humedad =
𝑤0 − 𝑤𝑓

𝑤0
𝑥100% 

Siendo:  

 wo: Peso inicial de la muestra 
 wf: Peso final de la muestra 
 

V.5.1.2 Determinación del extracto etéreo (Método 920.39) 

Se pesaron 2 g de muestra en base seca en cartuchos de celulosa, 

los cuales se colocaron dentro del aparato de extracción Soxhlet. 

Asimismo, se adicionaron 100 mL de éter de petróleo a los matraces, 

previamente colocados a peso constante. Los matraces fueron colocados 

por un tiempo que extracción que dependió de la cantidad de muestra.  

Una vez transcurrido el período de extracción, se evaporó el éter de 

petróleo hasta su completa eliminación y se secaron en estufa a 50°C por 

4 horas. Finalmente, se pesaron los cartuchos y se determinó el porcentaje 

de extracto etéreo mediante la siguiente fórmula:  

 

% EE =
w𝐸 − 𝑤𝐵

𝑤1
x 100 

Siendo:  
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wE: Peso del extracto 
wB: Peso del blanco 
w1: Peso de la muestra 

 

V.5.1.3 Determinación de proteínas (Método 954.01) 

Se pesaron 1 g de muestra previamente desgrasada y se colocaron 

en un matraz Kjeldahl, a la que se le adicionó 1 g de sulfato de cobre, 10 g 

de sulfato de potasio anhidro y 15 mL de ácido sulfúrico. Tras adicionar los 

reactivos, se colocaron en un digestor y se calentaron gradualmente hasta 

alcanzar los 400°C.  

Una vez observado un cambio en la coloración a verde claro, se detuvo 

el calentamiento y se dejó enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, 

se añadieron 15 mL de agua destilada para la disolución completa del residuo 

al interior del matraz y 50 mL de solución de hidróxido de sodio al 40 %. Por 

otra parte, en un matraz Erlenmeyer, se añadieron 50 mL de ácido bórico al 

4 % previamente preparado (conteniendo como indicadores: rojo de metilo y 

verde de bromocresol). Éste último se destiló hasta recolectar un total de 300 

mL, en el que se observó el cambio en la coloración de morado a verde 

oscuro, y se valoró al retirarse del destilador con ácido clorhídrico 0.1N.  

Como factor de conversión de nitrógeno a proteína se utilizó el valor 

de 6.25 (5.85 para frijol común de acuerdo a lo reportado por Campos-Vega 

et. al, 2009), basado en la suposición de que la proteína promedio alcanza 

un valor del 16 % de nitrógeno por unidad de peso. Se utilizó la siguiente 

fórmula:  

% N =
mL x 0.1N HCl x 0.014

g muestra
𝑥100 

%P = %N x 6.25 
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V.5.1.4 Determinación de cenizas (Método 923.03) 

Se pesaron 2 g de muestra en una cápsula de porcelana previamente 

tarada y se dejó carbonizar sobre la flama de un mechero de alcohol. 

Posteriormente, se colocaron en mufla a 550 °C, proceso que fue suspendido 

cuando las cenizas se tornen blancas, en un tiempo que depende del tipo de 

muestra. Luego de ello, se colocaron las cápsulas en un desecador para 

enfriar hasta temperatura constante y registrar el peso. El contenido de 

cenizas se determinó por medio de la siguiente ecuación:  

% Cenizas =  
𝑤𝑐

𝑤1
𝑥100% 

wc: Peso de las cenizas 
w1: Peso de la muestra 

V.5.2 Compuestos bioactivos 

V.5.2.1 Extracción y cuantificación de compuestos fenólicos 

V.5.2.1.1 Obtención del extracto metanólico  

Para la extracción de los compuestos fenólicos se siguió la 

metodología descrita por Cardador-Martínez et al. (2002). 

Brevemente, se molieron finamente 1 g de muestra (tamizada por 

malla 60) y se colocaron en un matraz de 50 mL, al que se le 

adicionaron 10 mL de metanol. El matraz se protegió de la luz 

recubriéndolo de papel aluminio y se mantuvo en agitación por 24 

horas a 25 °C. Tras finalizar éste proceso, se transfirieron las muestras 

a tubos Corning y se centrifugarán a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C 

en una centrífuga HERMLE Z323K (Wehningen, Alemania). 

Finalmente, se recuperó el sobrenadante, del que se extrajo una 

alícuota de 50 µL para análisis, que fue almacenado por 4°C.  
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V.5.2.1.2. Análisis y Cuantificación de Compuestos Fenólicos por 

HPLC-DAD  

Para la cuantificación de los compuestos fenólicos se utilizó la 

metodología desarrollada por Ramírez-Jiménez et al., (2014). 

Brevemente, se llevó a cabo una cromatografía líquida acoplada a un 

detector con arreglo de diodos (HPLC-DAD) en un equipo HPLC 

Agilent Serie 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EEUU) 

utilizando una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent 

Technologies, 4.6 x 250 mm, 5 µm). La columna se controló mediante 

un termostato a 35 ± 0.6 °C y la tasa de flujo fue ajustada a 1 mL/min. 

La fase móvil constó de dos disolventes; el disolvente A: agua 

acidificada con ácido acético al 1 % y el disolvente B: acetonitrilo 100 

%. Un gradiente lineal se utilizó como sigue: 80 % - 83 % de disolvente 

A durante 7 min, 83 % - 60 % durante 5 min, 60 - 50 % durante 1 min 

y 50 % - 85 % durante 2 min. La detección se realizó a 280 nm. Se 

inyectó un volumen de 50 µL y las muestras se analizaron por 

duplicado. La cuantificación se llevó a cabo siguiendo el método 

estándar externo con estándares comerciales de (+)-catequina, rutina, 

quercetina, vainillina, elágico, cafeico, ρ-cumárico, ferúlico, gálico, 

clorogénico y ácido sinápico.  

V.5.2.2. Análisis y Cuantificación de Oligosacáridos por HPLC 

Para la extracción de oligosacáridos se siguió la metodología 

descrita por Díaz-Batalla et al., (2006), consistente en la colocación en 

baño María a 80 °C una solución compuesta de 0.5 g de muestra a 

analizar disuelta en 10 mL de agua destilada, durante una hora con 

agitación continua. Terminado el tiempo, la solución se atemperó 

hasta la temperatura ambiente.  

Para la identificación y cuantificación de oligosacáridos en 

HPLC se siguió la metodología descrita por Muzquiz et al. (1999) 
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donde el extracto de oligosacáridos fue inyectado en un HPLC 

acoplado a índice de refracción (IR) con las siguientes condiciones: 

volumen de muestra de 20 μL, velocidad de flujo de 1 mL/min, fase 

móvil de acetonitrilo-agua 50:50 y fase estacionaria de columna 

ZORBAX 4.6 x 250 mm y 5 micras de tamaño de partícula. Los 

estándares que se utilizaron para la identificación y cuantificación 

mediante el uso de curva de calibración de oligosacáridos (rafinosa, 

estaquiosa y verbascosa).  

V.5.2.3. Análisis de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) por 

Microextracción en Fase Sólida (SPME) con análisis por Cromatografía de 

Gases acoplada a masas (GC-MS) en el extracto fermentado de la fracción 

no digerible (EFFND) 

Para la cuantificación de los AGCC se realizó microextracción 

en fase sólida de las muestras (SPME) con análisis por cromatografía 

de gases acoplado a espectrometría de masas (GC-MS) de acuerdo a 

la metodología por Zamora-Gasca et al. (2015). Para ello, se tomaron 

muestras de los recipientes de cultivo por lotes y se centrifugaron 

(Hermle Z 323 K; Wehinger, Alemania) a 3500 x g durante 15 min a 

4°C. Del sobrenadante de 500 mg se pesaron en un vial 20 mL que se 

taparon y se colocaron en un  automuestreador Gerstel MPS2. Se 

utilizó una fibra de 2 cm de polidimetilsiloxan-divinilbencen-carboxano 

para la microextracción en fase sólida (SPME) donde las condiciones 

de extracción fueron las siguientes: la temperatura de extracción de 

45°C, el tiempo de incubación de 5 min, la velocidad de agitación de 

250 rpm por 120 min de extracción, se utilizó una temperatura de 

desorción de 240°C durante 10 min. Lo anterior mencionado se realizó 

para tres extracciones repetidas independientes para cada muestra. 

Las muestras fueron analizadas en un sistema de cromatografía 

de gases acoplado a un detector de espectrometría de masas (CG-

MS) Agilent 7890A GC (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA) 
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equipado con un detector selectivo de masas Agilent 597C VL y un 

automuestreador de usos múltiples MPS2 XL (Gerstel). La separación 

de las muestras en el CG se llevó a cabo en una columna capilar DB-

5MS (60 m x 250 µm x 0.25 µm; Agilent) utilizando helio como gas 

acarreador con un flujo de 1 mL/min. La inyección se llevó a cabo a 

una temperatura  de 250°C y el origen del espectrómetro de masas y 

cuadrupolo se mantuvo a 230°C y 150°C respectivamente. El inyector 

se utilizó en un modo de sin división. La temperatura del horno se inició 

a los 40°C durante 5 min y se programó a 5°C/min desde 40 a 200°C, 

se mantuvo a 200°C durante 2 min, luego se programó a 20°C/min 

hasta 230°C y se mantuvo durante 15 min. La cuantificación de las 

muestras se obtuvo a través de curvas de calibración de los ácidos 

acético, propiónico y butírico. 

V.5.2.4. Fibra total dietaria y almidón resistente 

V.5.2.4.1 Fibra insoluble 

Para la determinación de la fibra insoluble se utilizó la 

metodología descrita por Shiga et al. (2004). En un envase de 

vidrio color ámbar se agregaron 1 g de la muestra pulverizada 

y previamente desgrasada, 50 mL de solución amortiguadora 

de fosfato 0.08 mM a pH 6 y 100 μL de α-amilasa. 

Posteriormente se incubó a 95 °C por 30 min en baño María con 

agitación continua.  

A continuación, ajustó el pH a 7.5 con la muestra 

atemperada y se adicionaron 100 μL de proteasa (5 mg/mL), 

incubándose a 60 °C por 30 min con agitación continua. Una 

vez se ajustó el pH a 4 con la muestra atemperada, se 

adicionaron 300 μL de aminoglucosidasa y se incubaron por 30 

min a 60 °C con agitación continua. Tras la incubación, se filtró 

con papel filtro Whatman No. 42 y se realizaron dos lavados con 
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15 mL de agua destilada a 60 °C y 15 mL de etanol al 80 %. El 

papel filtro se dejó secar a 60 °C por 24 horas y se registró el 

peso obtenido. La diferencia de peso entre los papeles filtro se 

atribuyó como la fracción de fibra insoluble obtenida.  

V.5.2.4.2 Fibra soluble 

Basado en el método de determinación de fibra insoluble 

de Shiga et al. (2004), el residuo obtenido en el inciso anterior 

(IV.4.2.2.5.2) se conservó y se filtró nuevamente, adicionando 

un volumen igual de etanol al 80 % y se dejó reposar por 12 

horas. Después, se filtró con papel filtro Whatman No. 42 

previamente pesado y se realizaron dos lavados con 15 mL de 

etanol al 80 % y dos con 15 mL de acetona. Finalmente, se dejó 

secar el papel filtro durante 24 horas a 60 °C y se registró su 

peso. La diferencia de pesos fue interpretada como la fracción 

de fibra soluble.  

V.5.3 Digestión Gastrointestinal in vitro:  

Se simuló todo el proceso digestivo (desde la boca hasta su fermentación 

en el colon) de la botana horneada de maíz nixtamalizado y frijol común, 

mediante la técnica adaptada y modificada por Campos-Vega et al. (2015). A 

continuación se describe la metodología  por etapas que fue utilizada, incluyendo 

la participación de individuos sanos e intestinos de ratas, previo análisis y 

aprobación de éste protocolo por el Comité de Bioética de Universidad 

Autónoma de Querétaro y tomando en cuenta las disposiciones para el 

tratamiento de los animales de acuerdo a las pautas de CIOMS, en donde se 

establece que el correcto uso de animales debe conformarse de acuerdo a 

investigación médica en seres humanos, buscando medidas que eviten o 

minimicen riesgos y supervisen la seguridad. Asimismo, se consideró que la 

evaluación científica está vinculada a la ética, siendo ésta última esencial en la 
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consideración de los aspectos científicos de una propuesta y así determinar su 

validez (CIOMS, 2002).  

V.5.3.1 Simulación de las condiciones de la boca: 

En esta etapa, participaron 4 voluntarios sanos, que debieron de haber 

consumido su último alimento al menos 90 min antes del ensayo. Se les pidió 

que se enjuagaran la boca con agua antes de masticar la muestra.  

Posteriormente, se les pidió a los voluntarios que masticaran 1 g de 

botana horneada de maíz nixtamalizado y frijol cocido durante 15 veces por 

15 segundos, y se requirió que descargaran el contenido en un vaso de 

precipitado que contendrá 5 mL de agua destilada. A continuación, cada 

individuo se enjuagó la boca por 60 segundos con 5 mL de agua destilada y 

depositaron dicho líquido en el vaso anterior. Luego de ello, se mezclaron las 

suspensiones de cada muestra en un único vaso y se preparó un blanco que 

contenía únicamente agua destilada, que fue igualmente sometida al 

procedimiento de masticación ya descrito. 

V.5.3.2 Simulación de las condiciones del estómago: 

Para la etapa de estómago, se tomaron 10 mL de la suspensión 

anterior y se les añadió una solución de HCl 2N con el fin de bajar el pH hasta 

2.0. Se añadió a cada muestra pepsina (0.055 g, Sigma Aldrich) previamente 

disuelta en 0.94 mL de HCl 20 mM y se incubaron con agitación durante 2 

horas a 37°C.  

V.5.3.3 Simulación de las condiciones del intestino delgado:   

Para la etapa del intestino delgado, se prepararon previamente una 

disolución de 3 mg de hiel de buey con 2.6 mg de pancreatina, que serán 

disueltos en 5 mL de solución amortiguadora de Krebs-Ringer [la cual 

contenía 118 mM de NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 25 

mM NaHCO3, 11 mM Glucosa y 2.5 mM CaCl2) a pH 6.8 y preparada 30 



41 
 

minutos antes de ser utilizada]. La solución anteriormente indicada se añadió 

a la muestra y al blanco, donde su suspensión (15 mL) fue transferida a un 

recipiente que contuvo un saco intestinal invertido, obtenido de acuerdo a 

como se describe en los siguientes puntos.  

V.5.3.3.1 Técnica del saco intestinal invertido utilizando ratas  

Ésta fue preparada de acuerdo a la metodología adaptada y 

ligeramente modificada a la descrita por Campos-Vega et al. (2015).   

V.5.3.3.1.1 Manejo de los animales 

Se emplearon 5 ratas macho de la cepa Wistar (peso 

entre 250 y 300 g), clínicamente sanas, a las que se les realizó 

la verificación del sexo, peso y constancia de salud. Las ratas 

fueron mantenidas por 24 horas en el bioterio del Instituto de 

Neurobiología de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM), Campus Juriquilla. Se alojaron dos ratas por jaula de 

acero inoxidable (187 cm de ancho por 18 cm de alto) que 

permitieron la entrada de aire y luz, incorporando un clip a 

prueba de escape. Las ratas igualmente fueron mantenidas 

bajo condiciones controladas de humedad (50 ± 10 %), ciclos 

día/noche de 12/12 h, temperatura adecuada (23 ± 2 °C), 

condiciones aceptables de limpieza y ventilación constante 

(NOM-062-Z00-1999).  

Las ratas fueron alimentadas con alimento comercial 

Rodent Lab Chow 5001 (Nupec, Querétaro) y agua potable ad 

libitum. Dieciséis horas antes del sacrificio, se les retiró el 

alimento y únicamente se les dejó el agua, puesto que la técnica 

del saco invertido requiere que los animales tengan un ayuno 

de 16 h. 
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V.5.3.3.1.2 Sacrificio de los animales y preparación del saco 

intestinal 

Para el sacrificio, las ratas fueron anestesiadas en una 

cámara de éter etílico. Una vez anestesiadas, se les realizó una 

incisión abdominal en la línea media y luego, corte en la aorta 

para su muerte instantánea. A continuación, se les expuso el 

intestino, y fue escindido un segmento de 20-25 cm del yeyuno 

proximal de cada rata, que fue colocado en una solución 

amortiguadora de Krebs-Ringer gasificado con CO2 y 

mantenido a 37°C. El segmento de intestino removido se lavó 

con la misma solución amortiguadora para retirar residuos y 

posteriormente fue volteado suavemente sobre una varilla de 

vidrio y cortado en segmentos de 6 cm de longitud 

(aproximadamente), que se ligaron de un extremo (éste 

procedimiento se realizó con los segmentos de intestinos 

sumergidos en la solución amortiguadora de Krebs-Ringer para 

evitar la pérdida de viabilidad del tejido).  

El intestino se llenó con 2 mL de la solución 

amortiguadora de Krebs-Ringer y el otro extremo se ligó para 

crear un saco, que fue inmediatamente incubado en un baño 

conteniendo los 15 mL de la suspensión de la simulación del 

estómago a 37°C por 2 h, en agitación continua (80 ciclos por 

minuto) y en atmósfera anaerobia (CO2). 

Luego del período de incubación los sacos fueron 

retirados y la parte de las muestras contenida en el recipiente 

(posterior a retirar el saco intestinal), se denominó fracción no 

digerible (FND), que fue congelada a -80 °C para su posterior 

cuantificación. Asimismo, la fracción no absorbible o fracción 

indigerible (FI), fue sometida al mismo proceso descrito 
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(liofilización y almacenamiento a -80°C). Los experimentos se 

realizaron por triplicado. 

V.5.3.3.1.3 Manejo de los animales después del sacrificio 

Debido a que éste estudio sólo tiene como interés el 

estudio del intestino de los animales, los órganos y tejidos 

restantes fueron almacenados en bolsas color rojo y 

congelados a -70°C. Las bolsas se marcaron con la leyenda 

“desechos patológicos” y fueron almacenadas por un período 

máximo de 15 días hasta su debido transporte e incineración, 

como procede con las muestras biológicas (NOM-087-ECOL-

SSA1-2002).  

El material quirúrgico utilizado se dejó remojando con 

cloro por 12 h, se lavó posteriormente y esterilizó para su ulterior 

almacenamiento.  

V.5.3.3.2 Fermentación in vitro de la FND 

Se siguió el método de fermentación in vitro descrito por 

Campos-Vega et al. (2009). Las fermentaciones se realizaron en tres 

experimentos independientes con duplicado para cada FND. Rafinosa 

(100 mg) fue empleada como control positivo del carbohidrato 

fermentable bajo las mismas condiciones. El inóculo fecal humano, 

empleado como fuente de microbiota representativa del colon, 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 la muestra.  

Se prepararon tubos estériles (15 mL) con 9 mL de medio de 

cultivo basal que contuvieron (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 



44 
 

heptahidratado 0.01, cloruro de calcio dihidratado 0.01, carbonato de 

sodio 2.0, cisteína HCl 0.5, sales biliares 0.5, Tween-80 2 mL y 

hematina 0.2 g (previamente diluida en 5 mL de NaOH). Se sellaron 

los tubos y se mantuvieron bajo una atmósfera anaerobia que contenía 

una mezcla de gases (H2- CO2-N2: 10:10:80, volumen) durante 12 

horas. El inóculo fecal (3 g de materia fresca) se homogenizó con 27 

mL de solución de fosfato de sodio 1 M pH 7.0. Los tubos que 

contenían el medio de cultivo basal fueron inoculados con 1 mL de 

homogenizado fecal y se adicionaron 0.250 mg y 0.25 mL de la FND, 

excepto para el control negativo. Se agitaron los tubos con vórtex 

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 y la producción de 

AGCC se determinaron a las 0, 6, 12 y 24 h. La fermentación se detuvo 

centrifugando y congelando las muestras a -70 °C hasta su análisis.  

V.5.3.3 Cálculos 

V.5.3.3.1. Coeficiente de permeabilidad aparente (CP o Papp), 

Coeficiente de permeabilidad neta (CPneta Papp neta) y Relación de Flujo 

de Salida 

El coeficiente de permeabilidad aparente (CP o Papp por sus 

siglas en inglés) se calculó utilizando la siguiente ecuación (Lassoued 

et al., 2011):  

𝑃𝑎𝑝𝑝 =
𝑉

𝐴 ∙ 𝑡
∙ (

𝐶𝑓
𝐶0

⁄ ) 

Donde V es el volumen del contenido serosal (dentro del saco 

intestinal), A es el área o superficie del segmento intestinal (calculada 

por la ecuación A=2πrh, siendo r el radio del segmento intestinal y h 

es la longitud del segmento intestinal disponible para la permeación), 

t es el tiempo de incubación, C0 es la concentración inicial en el lado 
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de la mucosa (fuera del saco intestinal, es decir, la concentración del 

metabolito a calcular que provenía de la fase estomacal) y Cf es la 

concentración en el lado serosal luego de un tiempo determinado (en 

minutos).  

El coeficiente de permeabilidad neta (CPneta o Papp net por sus 

siglas en inglés) fue calculado de la siguiente forma (Lassoued et al., 

2011; Wahlang et al., 2011):  

𝑃𝑎𝑝𝑝 𝑛𝑒𝑡 = 𝑃𝑎𝑝𝑝 (𝐵𝐿 ∙ 𝐴𝑃) − 𝑃𝑎𝑝𝑝 (𝐴𝑃 ∙ 𝐵𝐿) 

Donde Papp (BL ∙ AP) es el coeficiente de permeabilidad 

aparente del lado basolateral hacia el lado apical y Papp (AP ∙ BL) es el 

coeficiente de permeabilidad aparente del lado apical hacia el 

basolateral. 

La relación de flujo de salida se calculó utilizando la siguiente 

ecuación (Lassoued et al., 2011; Wahlang et al., 2011):  

𝐹𝑙𝑢𝑗𝑜 𝑑𝑒 𝑆𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎 =  
𝑃𝑎𝑝𝑝 (𝐵𝐿 ∙ 𝐴𝑃)

𝑃𝑎𝑝𝑝 (𝐴𝑃 ∙ 𝐵𝐿)
 

V.5.3.3.2. Flujo de Agua (FA) 

El flujo de agua fue calculado mediante la siguiente ecuación 

(Khemiss et al., 2009): 

𝐹𝐴 =
𝑊3 − 𝑊2

𝑊1
 

Donde W3 representa el peso del segmento intestinal lleno 

luego del período respectivo de incubación, W2 es el peso del 

segmento intestinal antes de realizar la incubación y W1 es el peso 

inicial del segmento intestinal (vacío).  
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V. 5.3.3.3. Bioaccesibilidad de compuestos 

La bioaccesibilidad de los compuestos fenólicos y 

oligosacáridos a lo largo del tracto gastrointestinal se calculó por 

medio de la siguiente ecuación (D’Antuono et al., 2015):  

𝐵𝑖𝑜𝑎𝑐𝑐𝑒𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝐶𝑖 − 𝐶𝑇

𝐶𝑇
∙ 100% 

Donde Ci es la concentración inicial de los compuestos y CT es 

la concentración final obtenida en los diferentes tiempos de 

incubación.  

V.5.5. Capacidad Antioxidante 

V.5.5.1. Método DPPH: 

Esta determinación se llevó a cabo de acuerdo a la técnica propuesta 

por Fukumoto & Mazza (2000), adaptado a microplaca. Se añadieron 20 μL 

de extracto metanólico o muestra de digestión y 200 μL de solución de DPPH 

en microplaca. Asimismo, se añadieron 20 μL de metanol y 200 μL de DPPH 

como solución control. Las muestras se prepararon por triplicado y la lectura 

se realizó cada 10 minutos durante 90 minutos a una longitud de onda de 540 

nm en un espectrofotómetro de UV-VIS (Thermo Scientific). La capacidad 

antioxidante fue calculada (en μmol equivalentes de Trolox/g de muestra), 

utilizando como comparación una curva estándar de Trolox previamente 

preparada. 

V.5.5.2. Método ABTS:  

La capacidad antioxidante del radical ABTS (ácido 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfónico) se realizó de acuerdo a la metodología de 

Nenadis et al. (2004), en microplaca. Los radicales ABTS●+ fueron generados 

por la adición de 88 μL de una solución 140 mM de persulfato de potasio a 5 

mL de una solución de sal diamonio ABTS (7 mM) al 98%, la cual fue 



47 
 

guardada en vial oscuro y se dejó actuar por al menos 12 horas a temperatura 

ambiente.  

Pasadas las 12 horas, se mezclaron 500 μL de la solución de radicales 

ABTS●+ con la cantidad suficiente de etanol hasta que la absorbancia 

estuviera entre 0.7 y 1.0, la cual se verificó en un espectrofotómetro UV-VIS 

(Thermo Scientific) a una longitud de onda de 734 nm. Una vez realizado este 

procedimiento, se procedió a adicionar en una placa de 96 pozos 20 μL de 

muestra y 230 μL de nueva solución etanólica de ABTS●+, verificando de 

cubrir los pocillos con parafilm y papel aluminio para evitar la volatilización 

del metanol y la degradación por la luz del radical.  

La capacidad antioxidante fue calculada (en μmol equivalentes de 

Trolox/g de muestra), utilizando como comparación una curva estándar de 

Trolox previamente preparada. 

V.5.6 Cultivo Celular 

La línea celular RAW 264.7 de macrófagos murinos se cultivó en medio 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (ATCC) adicionado con suero fetal 

bovino (10 %, Gibco, Grand Island, New York), antibióticos y antimicóticos (1 %), 

bicarbonato sódico (1.5 g/mL) y piruvato de sodio (0.1 %). El medio de cultivo se 

cambió por medio fresco cada tercer día hasta alcanzar la confluencia. Las 

células se mantuvieron en incubación a 37°C bajo una atmósfera humidificada 

de CO2 (5%) en una incubadora Thermo Scientific 3100. Las células fueron 

manejadas en una cámara de bioseguridad (NuAire) (López-Barrera et al., 2016) 

IV.5.6.1. Ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

(MTT) para viabilidad celular 

Este ensayo se basa en la reducción metabólica del bromuro de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por parte de la enzima 

mitocondrial succinato deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color 

azul (formazán), permitiendo así determinar la funcionalidad mitocondrial de 
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las células tratadas. El método ha sido muy utilizado para medición de 

supervivencia y proliferación celular, donde la cantidad de células vivas es 

proporcional a la cantidad de formazán producido (Castro de Pardo, 2006).  

Las células RAW 264.7 se sembraron en cajas de 96 pozos (ρ: 1x104 

células/pozo) en medio de cultivo DMEM, adicionado con suero fetal bovino 

(10%), antibióticos y antimicóticos (1%). A las 24 h de incubación, el medio 

fue sustituido por el mismo DMEM pero ahora suplementado con 0.5 % de 

albúmina sérica bovina (Sigma-Aldrich, Canadá Ltd.) conteniendo 0 % 

(control), 5, 7.5, 10, 15, 20 y 25 % del extracto fermentado de la fracción no 

digerible o EFFND, posterior a la fermentación colónica, del totopo de harina 

de maíz nixtamalizado y frijol común cocido. Cada una de estas soluciones 

fue preparada mezclando el extracto fermentado con lipopolisacáridos (LPS) 

para estimular la inflamación, en una concentración de 1 μg/mL. Un ensayo 

similar pero sin la adición de lipopolisacáridos se llevará a cabo para 

determinar el efecto del extracto solo sobre viabilidad celular.  

Para ésta técnica se trabajó con luz apagada y protegiendo los 

reactivos y la placa de la luz. Como control positivo se utilizó una solución de 

sólo lipopolisacáridos (1 μg/mL). Todos los tratamientos se incubaron por 

otras 24 h a 37°C en atmósfera humidificada de 5% CO2.  

Transcurrido dicho tiempo, el medio gastado fue retirado y se apartó 

para la medición de la producción de óxido nítrico (NO). A las células tratadas 

de cada pocillo de la placa se les añadió 200 μL de una solución preparada 

previamente de MTT disuelto en medio DMEM a una concentración de 0.5 

mg MTT/mL libre de suero fetal bovino. La placa se incubó durante 2 h.  

Luego de la incubación, el colorante que quedó sin reaccionar se retiró 

y los cristales de formazán, formados a partir de MTT, fueron disueltos en 

DMSO. Una vez finalizado ello, la placa se incubó por 5 min a temperatura 

ambiente y se leyó la absorbancia a λ=570 nm en un espectrofotómetro. La 

viabilidad de las muestras fue calculada utilizando la siguiente ecuación:  
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% de viabilidad =
Absmuestra

Abscontrol
∙ 100 

Los experimentos se realizaron por duplicado para su posterior 

evaluación estadística. Del mismo modo, los resultados fueron utilizados para 

la elaboración de una curva dosis-respuesta, buscando calcular el IC50 o la 

Concentración Inhibitoria Máxima Media de las células sometidas al ensayo 

con el extracto fermentado del EFFND  

IV.5.6.2  Determinación de la producción de óxido nítrico (NO) en macrófagos 

RAW 264.7 estimulados con lipopolisacáridos (LPS) 

La acumulación de nitrito, un indicador de la producción de NO, se 

determinará en el sobrenadante del cultivo mediante el ensayo colorimétrico 

del reactivo de Griess. Los macrófagos RAW 264.7 se trataron de forma 

similar a la descrita en el numeral anterior de viabilidad celular. En resumen, 

las células fueron incubadas con medio base o LPS adicionado con el 

extracto fermentado de la fracción no digerible (EFFND) del totopo de harina 

de maíz nixtamalizado y frijol común cocido a diferentes concentraciones 

conteniendo 0 (control), 10, 20, 30, 40 y 50 % durante el tiempo de 

fermentación que haya presentado la mayor concentración de compuestos 

bioactivos. Pasado este tiempo, se retiraron 100 μL del medio gastado con 

ayuda de una pipeta multicanal y se pasarán a una nueva placa de 96 pozos.  

Posteriormente, a cada pozo de la placa que contenía el medio 

gastado se les añadió 100 μL de Reactivo de Griess [sulfanilamida al 1% 

disuelta en 5% de ácido fosfórico y 0.1% N (1-naftil) etilendiamina 

Dihidrocloruro disuelta en agua] y se incubaron durante 10 min en la 

oscuridad. La cantidad total de nitrito presente se calculó sobre la base de la 

absorbancia de las muestras a λ=550 nm a partir de una curva estándar de 

nitrito de sodio. Los experimentos se hicieron por duplicado para su 

evaluación estadística.  
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V.6 Análisis Estadístico  

Para el estudio nutrimental y nutracéutico los resultados que se obtuvieron 

se expresaron como la media ± desviación estándar. Cada uno de los valores se 

obtuvo a partir de tres réplicas de manera independiente y aleatoria. Las diferencias 

entre medias se analizaron por el método de Tukey utilizando el programa JMP 

versión 8.1. Las diferencias entre medias del mismo tipo se analizaron por la prueba 

t de Student. Las diferencias entre las medias y un control se analizaron por la 

Prueba de Dunnett.  
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

VI.1. Contenido de proteína, lípidos, ceniza, humedad y carbohidratos en 

materia prima y totopos:  

En el Cuadro 4 se presentan los resultados del análisis químico proximal de 

los granos crudos de maíz (Zea mays L., var. PBN) y frijol (Phaseolus vulgaris L., 

var. Bayo Madero), harina de maíz nixtamalizado, harina de frijol cocido y totopo 

horneado con mezcla de 70 % harina de maíz nixtamalizado y 30 % harina de frijol 

cocido.  

Cuadro 4. Contenido de proteína, lípidos, ceniza, humedad y carbohidratos de 

materia prima y totopo de mezcla de maíz y frijol.  

Muestra Proteína (%) Lípidos (%) Cenizas (%) Humedad (%) 
Carbohidratos 

(%) 

MC 10.25 ± 0.23a 7.90 ± 0.16a 1.34 ± 0.01a 10.95 ± 0.09a 68.67 ±0.24a 

HMN 12.69 ± 0.05b 7.33 ± 0.06b 1.58 ± 0.01b 9.54 ± 0.05b 69.43 ±0.04a 

FC 21.17 ± 0.80c 1.34 ± 0.02c 3.98 ± 0.09c 9.27 ± 0.02c 62.79 ±0.84b 

HFC 22.87 ± 1.72c 1.40 ± 0.10c 3.84 ± 0.13c 6.85 ± 0.13d 66.28 ±1.93c 

T7030 17.08 ± 0.20d 5.13 ± 0.34d 3.57 ± 0.05e 6.48 ± 0.04e 70.34 ±0.26d 

TC 8.11 ± 0.39e 21.45 ± 1.45e 1.67 ± 0.01f 1.83 ± 0.14f 66.94 ± 1.99e 

MC: Maíz Crudo; HMN: Harina de maíz nixtamalizado; FC: Frijol crudo; HFC: Harina de frijol cocido; 
T7030: Totopo horneado con mezcla de 70 % de harina de maíz nixtamalizado y 30 % de harina de 
frijol cocido; TC: Totopo comercial frito con mezcla frijol-maíz. Los resultados representan la media 
de tres réplicas ± desviación estándar (expresados en base seca, excepto la determinación de 
humedad). Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias significativas en la Prueba t 
de Student para el mismo tipo de materia prima (MC y HMN; FC y HFC; HT y HTC).  

De acuerdo con los valores obtenidos en el Cuadro 4, se encontraron 

diferencias significativas (p > 0.05) en el contenido de proteínas entre el maíz crudo 

y la harina de maíz nixtamalizado, así como entre los dos tipos de totopos 

evaluados, pero no entre el frijol crudo y la harina de frijol cocido. El contenido de 

proteína para el maíz crudo fue de 10.25 %, por debajo de lo reportado por Vázquez-

Carrillo et al. (2014) (13.1 %) y por encima de lo reportado por Cuéllar-Núñez (2015), 

(7.14 %), para la misma variedad de maíz. Estos contenidos de proteína son 

mayores a los encontrados en otras variedades de maíz comerciales, debido a que 
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en los mismos, para la variedad de maíz utilizada (PBN), el mayor tamaño del 

germen aumenta el contenido de proteína (White & Weber, 2003); en efecto, 

Preciado-Ortiz et al. (2013) reporta proporciones de germen respecto al total del 

grano de 8.08 % al 9.93 %.  Los valores de proteínas encontrados para harina de 

maíz nixtamalizado son similares a los reportados por Cuéllar-Núñez, (2015), y 

Treviño-Mejía et al. (2013), (11.98 % y 9.43 %), y sus diferencias significativas en el 

contenido proteico respecto al maíz crudo pueden deberse al tiempo de remojo y 

cocción del maíz, ya que durante la nixtamalización la pérdida de material 

(pericarpio y porciones de germen) pudo incrementar la proporción proteica en la 

harina de maíz nixtamalizado (Rojas-Molina et al., 2008).  

Respecto al contenido de proteína en frijol crudo, los resultados coinciden 

dentro de lo reportado por Sánchez-Arteaga et al.  (2014), para niveles de proteínas 

de diferentes variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.) crudo (19.7 % - 23.6 %), 

aunque los valores son menores a los reportados por Cuéllar-Núñez (2015), y 

Campos-Vega et al. (2009), (29.58 % y 14.2 %, respectivamente) pero similares a 

los reportados por Meza-Rivera (2011), (21.60 %) para la misma variedad de frijol. 

Para los valores de proteína de frijol cocido, estos son menores a los reportados por 

Cuéllar-Núñez (2015), (29.65 %) y mayores a los reportados por Campos-Vega et 

al. (2009), (16.2 %), diferencias que podrían ser debidas al método de cocción 

utilizado donde hay cambios en las estructuras de las proteínas del frijol, 

modificando su solubilidad y provocando posible pérdida de las mismas en el agua 

de cocción, modificando los valores reportados (Ferreira et al., 2014; Naozuka & 

Oliveira, 2012).  

Mientras que el contenido de proteínas del totopo fue menor al reportado por 

Cuéllar-Núñez (2015) (15.36 %), resultado que puede deberse al menor contenido 

de proteína de la harina de frijol cocido utilizada en la elaboración de la botana, 

aunque son similares a lo reportado por Meza-Rivera (2011), que obtuvo un 

contenido de proteínas para una botana horneada de harina de maíz nixtamalizado 

comercial y harina de frijol cocido var. Bayo Madero de 10.15 %. Asimismo, estos 

valores de proteínas son superiores a los reportados por Anton et al. (2009) para 
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botanas extruidas de almidón de maíz adicionadas con 30 % harina de frijol común 

cocido, siendo del 6.88 % y 6.23 % cuando es adicionada la variedad Navy y Small 

Red, respectivamente.  El totopo horneado presentó un contenido proteico mayor al 

comercial, explicado por los contenidos de proteína de sus materias primas 

originarias, considerando que para este totopo comercial gran parte de su 

constitución era maíz. 

El contenido de lípidos en el maíz crudo presentó diferencias significativas (p 

> 0.05) con la harina de maíz nixtamalizado, donde el contenido lipídico del maíz 

crudo fue superior al reportado por Vázquez-Carrillo et al. (2014), (5.5 %). Si bien 

estos contenidos de lípidos en la variedad utilizada son mayores a los reportados 

para variedades comerciales de maíz, que fluctúan entre 2 % y 6 % (Serna-Saldívar, 

2010), es de destacar que el perfil de ácidos grasos para las variedades de maíz de 

alto contenido de aceite se caracteriza por contener del 78.92 % al 84.76 % del total 

de ácidos grasos conformado por ácido oleico (OLA) y Linoleico (LOA) (Preciado-

Ortiz et al., 2013). Por otra parte, la reducción en el contenido de lípidos entre la 

harina de maíz crudo y la harina de maíz nixtamalizado pueden deberse a la pérdida 

del pericarpio, el pedicelo o parte del germen durante el proceso de nixtamalización 

ya que éstas son las partes del grano en las que se concentra la mayor cantidad de 

lípidos (Paredes-López et al., 2009). Es importante establecer que esta mayor 

riqueza en lípidos se buscó adicionar al totopo con el objetivo de aportar un 

contenido graso propio de la materia prima y no por parte del procedimiento de 

elaboración.  

Por lo que respecta para el contenido lipídico de la harina de frijol crudo y 

cocido, no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05), habiéndose 

determinado mayores contenidos de lípidos en harina de frijol crudo que lo reportado 

por Cuéllar-Núñez (2015), (1.24 %) pero menores contenidos para la harina de frijol 

cocido para el mismo autor (1.99 %). Ambas cuantificaciones presentadas en este 

trabajo fueron mayores a las reportadas por Campos-Vega et al. (2009), para la 

misma variedad de frijol (0.8 % y 0.9 % respectivamente para frijol crudo y cocido), 

por lo que no hay diferencias significativas en el contenido lipídico de frijol crudo y 
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cocido. La importancia biológica de la presencia de lípidos en el frijol está 

relacionada con la formación de complejos entre estos y la amilosa que podrían 

desarrollarse durante la cocción de esta leguminosa y así afectar la disponibilidad 

de almidón (Carmona-García et al., 2007).  

Para el caso de la botana horneada, el contenido de lípidos es mayor al 

reportado por Cuéllar-Núñez (2015), (4.30 %) y menor a lo reportado por Meza-

Rivera (2011), para botanas fritas de mezcla de harina de maíz nixtamalizado y frijol 

común cocido (11.42 %), diferencias dadas por el procedimiento de obtención de la 

botana. Asimismo, el contenido de lípidos del totopo horneado presentó diferencias 

significativas (p > 0.05) con el totopo comercial debido al proceso de elaboración de 

este último, considerando que la fritura añade alto contenido de aceite a los 

productos, cuyos porcentajes de grasa pueden variar entre el 24 % y 27 % para el 

caso de tostadas fritas (Morales y Vélez, 2010) y del 20 % al 25 % para los totopos 

fritos (Véles, 2004).  

En lo que respecta al contenido de cenizas presentó diferencias significativas 

(p > 0.05) entre la harina de maíz crudo y la harina de maíz nixtamalizado. El 

contenido de cenizas de la harina de maíz crudo y harina de maíz nixtamalizado 

fueron similares a los reportados por Cuéllar-Núñez (2015) (1.21 % y 1.53 %, 

respectivamente) para la misma variedad de maíz. Ullah et al. (2010) reportan 

valores de cenizas para diferentes variedades de maíz crudo entre 0.70 % y 1.20 

%, por lo que el valor reportado en este trabajo se acerca a esta cuantificación.  

Flores-Farías et al. (2002) reportaron, para harinas comerciales de maíz 

nixtamalizado, porcentajes de minerales de 1.35 %, menores a los reportados en 

este trabajo. Estos resultados coinciden con el comportamiento del proceso de 

nixtamalización, el cual contribuye, entre otros beneficios, a la mejora de la calidad 

nutricional del maíz impidiendo la pérdida de nutrimentos por lixiviación durante la 

cocción, ya que la capa de aleurona permanece alrededor del grano y permite la 

incorporación de calcio de alta biodisponibilidad, incrementando la relación calcio: 

fósforo de 1:20 en el maíz hasta 1:1 en productos como las tortillas (Bressani, 2008). 

Sin embargo, ha sido reportado que el contenido de cenizas en el maíz puede 



55 
 

reducirse ligeramente (especialmente de los niveles de calcio), si se deja en reposo 

por un tiempo de 8 a 10 horas (Bressani et al., 2004)  

También se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) en el contenido 

de cenizas entre la harina de frijol crudo y la harina de frijol cocido, siendo el valor 

de éste último menor al reportado por Cuéllar-Núñez (2015), (1.99 %) y menor que 

el de la harina de frijol crudo. Este comportamiento es similar en comparación con 

los datos reportados por Campos-Vega et al. (2009), el contenido de cenizas de la 

harina de frijol crudo es similar (3.7 %), pero los valores para la harina de frijol cocido 

son menores al cuantificado por los autores en mención (3.7 %), diferencias que 

pudieron ser dadas por las diferencias de año de cosecha (Ramírez-Jiménez et al., 

2014). Aunque Dueñas et al., (2016) reportó posibles reducciones en los contenidos 

de minerales por la lixiviación de estos al agua de cocción, éste procedimiento no 

es del todo negativo puesto que ayuda a descartar factores antinutricios (Fernandes 

et al., 2010). A pesar de ello, la integración del agua de cocción junto al frijol evitó 

tener reducciones importantes en su contenido de minerales.  

El contenido de cenizas en la harina de totopo horneado fue menor a la 

reportada por Cuéllar-Núñez, (2015), (4.34 %), reducción que pudo haberse debido 

a la mayor pérdida de minerales de la harina de frijol cocido de partida en la 

elaboración de la botana. Por su parte, el contenido de cenizas en el totopo 

comercial frito fue menor, debido a la constitución del mismo, ya que de acuerdo a 

las indicaciones del fabricante, está constituido en su mayoría por maíz y contiene 

cantidades bajas de cuatro variedades de frijol: Azuki, Negro, Pinto y Rojo.   

En el contenido de humedad se presentaron diferencias estadísticamente 

significativas entre la harina de maíz crudo y la harina de maíz nixtamalizado,  entre 

la harina de frijol crudo y la harina de frijol cocido y los dos tipos de totopos 

evaluados (p > 0.05). Para la harina de maíz crudo, los resultados son similares a 

los reportados por Cuéllar-Núñez (2015), (10.05 %), donde las posibles diferencias 

pueden ser debidas al tipo de almacenamiento del maíz y la posibilidad de 

incorporar humedad con el paso del tiempo, puesto que se utilizó el mismo año de 

cosecha (2014). Para el caso de la harina de maíz nixtamalizado, el valor es mayor 
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al reportado por Cuéllar-Núñez (2015), diferencias debidas a las condiciones de 

secado de la harina y almacenamiento en refrigeración. Los contenidos de humedad 

de las harinas de frijol crudo y cocido son similares a los reportados por Cuéllar-

Núñez (2015), (7.47 % y 9.73 %, respectivamente) y Meza-Rivera (2011), para frijol 

crudo (9.61 %). El contenido de humedad del totopo horneado fue mayor al 

reportado por Cuéllar-Núñez (2015), (3.53 %), diferencias obtenidas por 

modificaciones al método de cocción y las características del horno utilizado.  

El contenido de carbohidratos de la harina de maíz crudo no presentó 

diferencias significativas con la harina de maíz nixtamalizado (p > 0.05) pero sí hubo 

diferencias entre la harina de frijol crudo y cocido. Para las harinas de maíz, los 

contenidos de carbohidratos se encuentran dentro de lo reportado por Cuéllar-

Núñez (2015), (74.63 % y 70.27 %, respectivamente para MC y HMN, en la misma 

variedad de maíz). Autores como Vásquez-Carrillo et al. (2014) reportaron valores 

de almidón total equivalentes a 70.4 % para la misma variedad de maíz crudo, un 

valor que se aproxima al encontrado en este trabajo, aunque este fue de 

carbohidratos totales Además, se ha reportado que los cambios en el contenido de 

carbohidratos durante el proceso de nixtamalización son bajos y estos son 

principalmente en el contenido de almidón, alcanzándose pérdidas cercanas al 5%, 

que son recuperadas en el agua del nixtamal (Bressani, 2008).   

Frente al contenido de carbohidratos de las harinas de frijol, las diferencias 

encontradas se explican en que el proceso de cocción del frijol en agua provoca la 

pérdida de carbohidratos solubles, los cuales migran hacia el agua de cocción, 

especialmente los azúcares totales solubles, azúcares reductores y azúcares no 

reductores. Se ha reportado que las pérdidas de carbohidratos en frijol pueden 

variar en porcentajes que van del 2.5 % – 13.6 % para azúcares solubles y del 4.27 

% - 39.50 % para almidón (Rehman et al., 2001). El contenido de carbohidratos del 

totopo es similar al reportado por Cuéllar-Núñez (2015), (72.48 %) para la misma 

proporción de HMN y HFC.  



57 
 

VI.2. Potencial Nutracéutico:  

VI.2.1. Contenido de fibra dietaria:  

En el Cuadro 5 se presentan los resultados del contenido de fibra dietaria 

total, soluble e insoluble en materia prima y  totopos evaluados:  

Cuadro 5. Contenido de fibra dietaria total, soluble e insoluble y almidón resistente 

en materia prima y harinas de maíz, frijol y totopos.  

 Fibra Total (%) Fibra Insoluble (%) Fibra Soluble (%) 

MC 12.26 ± 1.40a 10.46 ± 0.71a 1.79 ± 0.70a 

HMN 7.99 ± 0.18b 6.06 ± 0.17b 1.93 ± 0.34a 

FC 17.68 ± 1.77c 14.89 ± 1.00c 2.79 ± 0.76b 

HFC 20.92 ± 0.76d 15.99 ± 1.06c 4.92 ± 0.76c 

T7030 17.13 ± 1.38e  15.75 ± 1.22d 1.39 ± 0.16d 

TC 14.06 ± 0.65f 11.95 ± 0.52e 2.11 ± 0.13e 

MC: Maíz Crudo; HMN: Harina de maíz nixtamalizado; FC: Frijol crudo; HFC: Harina de frijol cocido; 
T7030: Totopo horneado con mezcla de 70% de harina de maíz nixtamalizado y 30% de harina de 
frijol cocido; TC: Totopo comercial frito con mezcla frijol-maíz. Los resultados representan la media 
de tres réplicas ± desviación estándar (expresados en base seca). Diferentes letras en la misma 
columna expresan diferencias significativas en la Prueba t de Student para el mismo tipo de materia 
prima (MC y HMN; FC y HFC; HT y HTC).  

De acuerdo a los valores del Cuadro 5, el contenido de fibra total presentó 

diferencias estadísticamente significativas entre las materias primas del mismo tipo 

y los dos tipos de totopo evaluados (p > 0.05). Cabe destacar que sólo para las 

harinas de maíz no se encontraron diferencias estadísticamente significativas para 

la fracción soluble de la fibra (p > 0.05); y para las harinas de frijol no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas en la fracción insoluble de la fibra (p > 

0.05). 

Los valores de fibra total e insoluble son menores a los reportado por Cuéllar-

Núñez, (2015), para la misma variedad de maíz crudo (18.99% y 1.97 % 

respectivamente para maíz crudo) aunque similares para harina de maíz 

nixtamalizado (7.05 %, 6.02 % y 1.03 % respectivamente para fibra total, insoluble 

y soluble). Grajales-García et al. (2012) reporta contenidos menores de fibra total 
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digerible para masa de maíz nixtamalizado de alta calidad proteica (7.89 %) a los 

reportados en este trabajo, aunque cabe destacar que la variedad de maíz y el año 

de cosecha fueron diferentes (Maíz de alta calidad proteica var. Ancho, cosecha 

2009). Otras alternativas que explican los cambios observados en los contenidos de 

fibra de las fracciones solubles e insolubles del maíz pueden ser atribuidas al 

tratamiento térmico alcalino, donde el desprendimiento del pericarpio provoca una 

reducción en la proporción total de fibra para el maíz (Bressani, 2008), explicándose 

así las diferencias encontradas en el contenido total de fibra de las harinas de maíz. 

Por otra parte, se ha reportado un incremento en la fibra soluble al reducirse el peso 

molecular de las sustancias solubles unidas a polisacáridos en la nixtamalización, 

comportamiento que también es observado en las harinas de frijol, donde se 

solubilizan algunos compuestos ligados a la fracción insoluble como los azúcares 

simples por la degradación de los polisacáridos pécticos y la celulosa (Cabrejas et 

al., 1999; Singh et al, 2007). 

Los valores de fibra total, soluble e insoluble obtenidos para las harinas de 

frijol son menores a los reportados por Meza-Rivera, (2011), para la misma variedad 

de frijol, aunque es de destacar que en el caso de Meza-Rivera, (2011), el frijol fue 

sometido a un proceso de extrusión, del cual se ha reportado que ocasiona 

incremento en la fracción soluble de la fibra de frijol hasta en un 9.2 % (Martín-

Cabrejas et al., 1999, Campos-Vega et al., 2009), para la misma variedad de frijol 

crudo, reportaron valores superiores de fibra insoluble a los encontrados en este 

trabajo (25.2 %) aunque menores de soluble (0.6 %); para el caso de la harina de 

frijol cocido, por la misma metodología, Campos-Vega et al., (2009), reporta valores 

mayores de fibra insoluble y soluble (41 % y 14 %, respectivamente). La fibra 

insoluble dietaria constituye la mayor fracción de fibra en el frijol común, 

representando cerca del 79 % del total de fibra, mientras que la soluble representa 

hasta el 29 % aproximadamente en el frijol. El grado de solubilización de fibra va a 

depender de la polimerización de la fibra insoluble a soluble (Dueñas et al., 2016). 

Por otra parte, las diferencias encontradas pueden ser atribuibles a que, aun 

tratándose de la misma variedad de frijol, los años de cosecha con diferentes, 
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tomando en cuenta que las condiciones ambientales varían considerablemente de 

un año a otro (Ramírez-Jiménez et al., 2014).  

En el caso del totopo horneado, los contenidos de fibra insoluble son mayores 

a los reportados por Cuéllar-Núñez, (2015), para el mismo tipo de totopo (17.94 %), 

diferencias dadas por el mayor aporte de fibra de la harina de maíz nixtamalizado 

utilizada en relación a su mayor tiempo de cocción alcalina (14 horas contra 12 

horas al que lo sometió Cuéllar-Núñez). Sin embargo, este totopo horneado no 

presentó diferencias estadísticamente significativas con el control comercial 

utilizado en los porcentajes de fibra total y fibra insoluble, pero sí en los de fibra 

soluble (p > 0.05), algo que pudiera ser explicado por el tipo de procesamiento de 

ambos tipos de totopo. Hasta donde se tiene revisado no hay datos para totopos y 

menos aún horneados, sin embargo, los valores de fibra total de la botana horneada 

son similares a los reportados por Mora-Avilés et al. (2007) para tortillas de maíz de 

calidad regular nixtamalizado, enriquecidas con harina de frijol común cocido (21 %) 

y menores para las mismas tortillas pero aquellas elaboradas con maíz de alta 

calidad proteica (34 %). En este mismo orden de ideas, Santiago-Ramos et al. 

(2015), para tortillas elaboradas 100 % maíz, reporta valores de fibra dietaria total 

para diferentes concentraciones de sales de calcio, similares a los reportados en 

este trabajo (12.2 % - 19.7 % de fibra total), e igualmente para valores de fibra 

insoluble (1.7 % - 3.2 %). Para frituras de papa, Thed & Phillips, (1995) reportaron 

que no existen diferencias significativas en los contenidos de fibra total y fibra 

soluble para procesos de fritura profunda y horneado, aunque sí para fibra insoluble, 

explicándolo a través del aumento en los contenidos de almidón resistente, el cual 

fue correlacionado con la fibra insoluble, por la formación de complejos amilosa-

lípidos, que son resistentes a la ruptura de amilosa. Aunque el comportamiento 

descrito no coincide con los resultados obtenidos, pudieron deberse al método de 

cuantificación, que no contaba con las correcciones hechas por la AOAC hoy en día 

donde se incluyen valores de fibra dietaria de bajo peso molecular, componentes 

como inulina y polidextranos y algunos tipos de almidón resistente (Megazyme, 

2016).  
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VI.2.2. Contenido de compuestos fenólicos y capacidad antioxidante en materia 

prima y harinas:   

En el Cuadro 6 se muestran los resultados de la cuantificación por HPLC de 

diferentes compuestos fenólicos:  

Cuadro 6. Contenido de compuestos fenólicos de materias primas y harinas de 
totopos 

 
Ácido Gálico1  

Ácido 

Clorogénico1  

Ácido 

Cafeico1  

Ácido ρ-

Cumárico1  

Ácido 

Ferúlico1  

HMN 55.39 ± 0.51 24.86 ± 2.25 ND 65.02 ± 1.03 132.88 ± 11.39 

HFC 37.67 ± 1.43 12.37 ± 3.12 ND ND ND 

T7030 50.39 ± 2.93a ND 11.08 ± 0.50 19.59 ± 2.01a 71.97 ± 8.31a 

TC 88.65 ± 10.91b ND ND 6.50 ± 0.53b 31.64 ± 2.54b 

HMN: Harina de maíz nixtamalizado; HFC: Harina de frijol cocido; T7030: Totopo horneado con 
mezcla de 70% de harina de maíz nixtamalizado y 30% de harina de frijol cocido; TC: Totopo 
comercial frito con mezcla frijol-maíz. Los resultados representan la media de tres réplicas ± 
desviación estándar (expresados en base seca). Diferentes letras en la misma columna expresan 
diferencias significativas en la Prueba t de Student para el mismo tipo de materia prima (HT y HTC). 
1 Contenido de compuestos fenólicos en μg compuesto/g de muestra.  

De acuerdo a los resultados expresados en el Cuadro 6, el compuesto 

fenólico mayoritario en la harina de maíz nixtamalizado es el ácido ferúlico, uno de 

los tres ácidos mayoritarios en el grano de maíz (además del ρ-cumárico y el 

sinápico) (Salinas-Moreno et al., 2007). El contenido de ácido ferúlico encontrado 

es mayor al reportado para variedades de maíz blanco (120 μg/g muestra) y amarillo 

(102 μg/g muestra) (Singh et al., 2011) sin nixtamalizar, hallazgo que coincide con 

el comportamiento de éste compuesto en la cocción alcalina del maíz, la cual 

incrementa el contenido de ácido ferúlico libre y conjugado al presentarse una 

ruptura del enlace éster de los mismos a las heteroxilanas, que constituyen las 

hemicelulosas del maíz (Duodu et al., 2003).  Asimismo, estos hallazgos son 

similares a los reportados por De la Parra et al. (2007) para masa y chips de tortilla 

fritos elaborados a partir de harina de maíz nixtamalizado de otra variedad.  

Respecto al ácido ρ-cumárico, se ha reportado su presencia en harina de 

maíz nixtamalizado aunque se ha indicado que la cocción térmico-alcalina provoca 
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una degradación de varios compuestos fenólicos, especialmente de los ácidos 

hidroxicinámicos que son liberados conforme avanza la nixtamalización (Salinas-

Moreno et al., 2007). También se ha reportado la presencia de ácido cafeico en 

maíz en forma de compuesto fenólico libre que le confiere a la planta protección 

contra plagas de insectos como Sesamia nonagrioides (Santiago et al., 2005) y 

como uno de los principales compuestos fenólicos presentes en variedades 

pigmentadas de maíz junto al ácido clorogénico (Ramos-Escudero et al., 2012) 

En el caso de la harina de frijol cocido, para el contenido de ácido gálico de 

las muestras evaluadas, el contenido es menor al reportado por Ramírez-Jiménez 

et al. (2014) (128.18 μg/g muestra). Respecto al ácido clorogénico, su contenido es 

menor al reportado por Islas-Gómez (2015), (36.51 μg/g muestra). Tanto el ácido 

gálico como el ácido clorogénico son los dos ácidos fenólicos mayoritarios en frijol 

común, donde sus contenidos dependen del cultivar y las condiciones de 

crecimiento del mismo (Huber et al., 2014). Se ha reportado que la cocción del frijol 

y procesos mecánicos favorecen la liberación de estos dos ácidos (Huber et al., 

2014; Ramírez-Jiménez et al., 2014) ya que en estos hay un rompimiento de las 

paredes celulares, mejorando su extracción (Aguilera et al., 2011).  

Para las harinas de totopo, se presentaron diferencias estadísticamente 

significativas entre la harina de totopo horneado y el totopo control. Es importante 

establecer que el contenido de harina de frijol fue diferente en ambos totopos, 

siendo mayor en el totopo horneado que en el totopo frito tomado como control. La 

mayor riqueza en compuestos fenólicos del totopo horneado puede ser atribuida e 

al origen de la materia prima, así como a los procesos de cocción que afectan el 

contenido de compuestos fenólicos totales (18 – 54% de pérdida en trozos de 

calabaza), donde a mayor tiempo de exposición mayor pérdida (Azizah et al., 2009), 

aunque la optimización de métodos de cocción rápida con poca pérdida de agua 

puede llevar a retener los mismos en la matriz alimentaria (Segev et al., 2012).  

Se ha relacionado el contenido de compuestos fenólicos de muchas matrices 

alimentarias con la capacidad antioxidante (Gorinstein et al., 2010), por lo que en 
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ese trabajo se llevó a cabo la evaluación de la capacidad antioxidante de extractos 

metanólicos de las harinas (Cuadro 7) 

Cuadro 7. Capacidad antioxidante de harinas de maíz, frijol y totopos. 

 DPPH 1 ABTS 1 

HMN 0.39 ± 0.003 0.77 ± 0.002 

HFC 0.44 ± 0.17 0.69 ± 0.01 

T7030 0.33 ± 0.01a 0.60 ± 0.05a 

TC 0.46 ± 0.02b 0.67 ± 0.01b 

HMN: Harina de maíz nixtamalizado; HFC: Harina de frijol cocido; HT: Totopo horneado con mezcla 
de 70% de harina de maíz nixtamalizado y 30% de harina de frijol cocido; TC: Totopo comercial frito 
con mezcla frijol-maíz. Los resultados representan la media de tres réplicas ± desviación estándar 
(expresados en base seca). Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias 
significativas en la Prueba t de Student para el mismo tipo de materia prima (HT y HTC). 1 Capacidad 
antioxidante expresada como μmol equivalentes de trolox / g muestra.  

Se encuentran diferencias en los valores de actividad antioxidante en cada 

uno de los métodos utilizados, esto debido a las diferencias existentes en los 

mismos en cuanto a sus mecanismos de acción. Se presenta la misma tendencia 

en el incremento o decrecimiento de los valores en las dos metodologías utilizadas, 

encontrándose diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05) entre las 

capacidades antioxidantes de la botana horneada y la comercial frita, siendo 

mayores los valores en esta última. Si bien las dos técnicas utilizadas son similares, 

debido a que ambas han mostrado limitaciones en cuanto a su relevancia en 

sistemas biológicos, se utilizan como técnicas complementarias de observación de 

capacidad antiradical (Schaich et al., 2015).  

Tanto ABTS como DPPH involucran la reducción de un oxidante coloreado, 

donde específicamente ABTS se basa en la generación de un catión monoradical 

ABTS●+ de coloración azul/verde que puede ser reducido por antioxidantes (Floegel 

et al., 2011). En este proceso, de transferencia de electrones, se presenta un 

ensayo de punto final donde cualquiera de los antioxidantes puede donar uno o dos 

electrones para reducir el catión monoradical pero, a pesar del potencial donante de 

los antioxidantes individuales, el tiempo de reacción varía para dar una medida de 

la capacidad antioxidante total al final del ensayo (Huang et al., 2005).  
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Por su parte, el ensayo DPPH se basa en la reducción de la hidracina púrpura 

1,1-difenil-2-picril, constituyendo una típica reacción tipo HAT (transferencia de 

átomos de hidrógeno, por sus siglas en inglés) y ocurre entre antioxidantes y 

radicales de nitrógeno, con los que algunos antioxidantes reaccionan más 

lentamente que si lo hicieran con los típicos radicales peroxilo de las reacciones 

HAT que ocurren en sistemas biológicos (Huang et al., 2005).  Por tanto, se ha 

reportado que productos que tienen alta capacidad antioxidante reaccionan 

rápidamente para inhibir los radicales, en tanto que los que tienen poca capacidad 

antioxidante, al ser más lentos en la reacción, pueden presentar diferencias en los 

valores de capacidad antioxidante (Wootton-Beard et al., 2011). Thaipong et al., 

(2006), en la medición de capacidad antioxidante de diferentes productos por ABTS 

y DPPH establecen que las diferencias entre sus valores, para el mismo extracto 

metanólico, refleja la diferente habilidad de los compuestos antioxidantes de reducir 

los radicales libres ABTS●+ y DPPH● generados.  

Los valores de capacidad antioxidante en la harina de maíz nixtamalizado 

son menores a los reportados por Cuéllar-Núñez, (2015), (DPPH: 2 μmol Eq. 

Trolox/g muestra, ABTS: 2.54 μmol Eq. Trolox/g muestra) para la misma variedad 

de maíz. Estas diferencias pudieron ser dadas por el proceso de nixtamalización, 

donde a mayor tiempo de cocción existe mayor pérdida de algunos compuestos 

bioactivos responsables de conferir esta capacidad antioxidante. Mora-Rochin et al., 

(2016), para granos de maíz (Zea mays L.) creole amarillo nixtamalizados por el 

proceso tradicional, reportan que si bien este tipo de procesamiento incrementa la 

biodisponibilidad de algunos compuestos bioactivos, puede generar pérdidas de 

capacidad antioxidante hidrofílica (ABTS y DPPH) en hasta un 50 %, atribuido a la 

pérdida de algunos componentes bioactivos presentes originalmente en la materia 

prima sin procesar.  

Bello-Pérez et al. (2015) evaluaron la capacidad antioxidante en tortillas 

elaboradas con maíz (Zea mays L.) azul, reportando un valor de 0.375 μmol 

equivalentes trolox/g de muestra por la técnica DPPH e indicando que la capacidad 

antioxidante de los granos de maíz pigmentados es mínimamente afectada por el 
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proceso de nixtamalización gracias a que sus compuestos fenólicos mantienen su 

actividad durante procesos de cocción. Del mismo modo, sugieren que la actividad 

antioxidante no puede ser atribuida exclusivamente a los compuestos polifenólicos 

del maíz ni a sus características químicas (presencia de dobles enlaces conjugados 

y número y posición de los grupos metil e hidroxilo) sino al efecto complejo de 

moléculas (efectos sinérgicos, aditivos o antagonistas) presentes en los extractos 

elaborados, así como la afinidad de las moléculas para inhibir radicales libres. 

Para la harina de frijol cocido, los resultados son menores a los reportados, 

por ambas metodologías y para la misma variedad de frijol, por Ramírez-Jiménez et 

al., (2014) (DPPH: 1.29 – 2.20 μmol equivalentes de trolox/g de muestra; ABTS: 

2.30 – 2.99 μmol equivalentes de trolox/g de muestra), aunque dichos valores fueron 

reportados para las cosechas de 2008, 2010 y 2011; mientras que el presente 

experimento fue utilizado frijol de la cosecha 2014. Esto es relevante considerando 

que dependiendo del año de cosecha y las condiciones agronómicas del frijol, su 

contenido de polifenoles u otros compuestos bioactivos pueden variar y por tanto 

también capacidad antioxidante. Cardador-Martínez et al. (2014), evaluaron la 

capacidad antioxidante de diferentes cultivares de frijol por la técnica DPPH, 

reportando que para la variedad Bayo Madero cultivada por INIFAP los valores de 

DPPH se encuentran entre 0.289 y 0.320 μmol equivalentes de trolox/g de muestra. 

Estos mismos autores reportan valores diferentes para otros cultivares como Bayo 

(0.493 μmol equivalentes de trolox/g de muestra), Bayo Chilar (0.433 μmol 

equivalentes de trolox/g de muestra) y Bayo Gordo (0.426 μmol equivalentes de 

trolox/g de muestra), relacionando estas diferencias con contenidos variables de 

compuestos bioactivos como compuestos fenólicos totales o flavonoides totales.  

Asimismo, se han relacionado los procesos hidrotérmicos con reducciones 

de la capacidad antioxidante (pérdidas de hasta el 20 %), donde el remojo inicial y 

la pérdida del agua de cocción puede provocar lixiviaciones de compuestos 

bioactivos a los que presumiblemente se les atribuye la capacidad antioxidante 

(Gálvez et al., 2009).  
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Respecto a los totopos, se encuentra un comportamiento similar entre los 

valores de DPPH y ABTS para ambos, donde el comercial presentó mayor 

capacidad antioxidante. Aunque la proporción de harina de frijol es mayor en el 

totopo horneado, el totopo comercial corresponde a un totopo elaborado con cuatro 

variedades de frijol (Azuki, Negro, Pinto y Rojo), que al ser variedades pigmentadas, 

confieren mayor capacidad antioxidante por su mayor contenido de compuestos 

fenólicos, tal como ha sido reportado (Cardador-Martínez et al., 2014; Silva-

Cristóbal et al., 2010).  

Sánchez-Madrigal et al. (2014), evaluaron la capacidad antioxidante de 

tortillas y totopos fritos elaborados con maíz azul nixtamalizado por la técnica DPPH, 

encontrando que existe una reducción considerable de la capacidad antioxidante 

(cuantificada en μmol equivalentes de trolox/g de muestra) debido al proceso de 

cocción cuando se comparan las harinas con las tortillas (reducciones de hasta el 

60 %, hasta valores entre 0.5 y 0.7 μmol equivalentes de trolox/g de muestra). Las 

reducciones fueron explicadas debido a la severidad del proceso térmico-alcalino 

(nixtamalización), la cual ocasiona pérdida de algunos de los compuestos 

responsables de conferir capacidad antioxidante y la lixiviación de los mismos en el 

nejayote.  

Bellail et al. (2012), evaluaron la capacidad antioxidante por los métodos 

DPPH y ABTS de diferentes cultivares de batata (Ipomoea batatas) sometidas a 

procesos de cocción, encontrando que los procesos de fritura profunda exhibían los 

mayores valores de capacidad antioxidante por ambas metodologías debido a que 

este tipo de cocción incrementa el contenido de polifenoles totales.  

VI.2.3. Bioaccesibilidad de compuestos fenólicos y actividad antioxidante de los 

productos de la digestión gastrointestinal in vitro y fermentación colónica in vitro del 

totopo horneado 70:30:   

La bioaccesibilidad de compuestos bioactivos ha sido definida como aquella 

fracción de un compuesto que es liberada de la matriz del alimento en el tracto 

gastrointestinal y que es disponible para ser absorbida en el intestino (Tagliazucchi 
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et al., 2010), razón por la cual resulta relevante conocer la  absorción de compuestos 

fenólicos en una simulación de la digestión in vitro de un individuo monogástrico. El 

rendimiento obtenido de fracción no digerible (FND), por cada gramo de totopo, es 

de aproximadamente el 90 % (45 % de FND sólida y 45 % de FND líquida) y de 

extracto fermentado de fracción no digerible (EFFND) es del 60%.  

El Cuadro 8 muestra la bioaccesibilidad de compuestos fenólicos, 

determinados por HPLC, en los productos de la digestión gastrointestinal in vitro y 

fermentación colónica in vitro del totopo horneado 70:30.  
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Cuadro 8. Bioaccesibilidad de compuestos fenólicos, cuantificados por HPLC, en los productos de la digestión 
gastrointestinal in vitro y fermentación colónica in vitro del totopo horneado 70:30 

 ÁCIDOS FENÓLICOS1 FLAVONOIDES1 

 
Ácido Gálico  

Ác. 

Clorogénico  
Vainillina  Ác. Ferúlico Ácido Cafeico  Ác. Cumárico  (+)-Catequina  Rutina  Quercetina  

EM 
29.57 ± 2.95a (100) ND ND 

71.97 ± 8.30a 

(100) 
11.08 ± 0.51a (100) 19.59 ± 2.01a (100) ND ND ND 

Boca 19.02 ± 0.02b (64) 13.64 ± 0.01a 9.89 ± 0.01a 1.81 ± 0.04b (2.51)  3.69 ± 0.02b (33) ND 23.37 ± 0.02a  ND ND 

Estómago 42.57 ± 0.03c (144) ND ND 3.20 ± 0.03c (4.45) 8.51 ± 0.31c (77) ND 99.81 ± 0.06b ND ND 

Intestino 

Delgado 
         

15 min 60.97 ± 0.29A (206) 27.73 ± 0.07A 13.87 ± 0.02A 2.35 ± 0.01A (3.26) 21.20 ± 0.08A (191) ND 43.82 ± 0.28A ND 14.31 ± 0.07a 

30 min 213 ± 0.56B (720) 2.04 ± 0.01B 12.51 ± 0.01A 2.37 ± 0.01A (3.29) 16.62 ± 0.24B (150) ND 20.76 ± 0.10B 19.67 ± 0.02a 10.40 ± 0.02b 

60 min 16.78 ± 5.07C (56.75) 18.83 ± 3.63C 10.04 ± 0.01B 1.83 ± 0.18B (2.54) 19.10 ± 0.01C (172) ND 36.19 ± 0.32C FLD 14.11 ± 3.14Aa 

120 min 255.08 ± 20.9D (862) 19.81 ± 1.76C 12.35 ± 0.01B 1.83 ± 0.01B (2.54) 17.67  ± 0.03D (159) ND 62.59 ± 9.13D FLD 8.09 ± 0.02Bc 

DID 55.90 ± 0.02E (189) 40.03 ± 1.13D 15.45 ± 0.01C 1.66 ± 0.01C (2.24) 11.12 ± 1.19Ed (100) ND FLD ND 1.95 ± 0.16Cd  

FND 545.80 ± 26.82fd 80.71 ± 6.53E 64.22 ± 0.06c 10.04 ± 0.22Dd (14) 74.59 ± 0.36Fe (673) ND 163.36 ± 9.83Ec 19.67 ± 0.02a 48.86 ± 3.41De 

EFFND          

6h 90.94 ± 1.13Ae (307) ND ND ND ND ND DLD ND ND 

12h 16.03 ± 0.83Bf (54.21) ND ND ND ND ND DLD ND ND 

24h 52.45 ± 1.76Cg (177) ND ND ND ND 0.16 ± 0.01b (0.82) 3.68 ± 0.98d  ND ND 

EM: Extracto Metanólico de Totopo Horneado 70:30; EFFND: Extracto fermentado de fracción no digerible; FND: Fracción no digerible. Los 
resultados representan la media de tres réplicas ± desviación estándar (expresados en base seca). Diferentes letras (minúsculas) en la misma 
columna expresan diferencias significativas (α=0.05) en la Prueba de Tukey. Diferentes letras (mayúsculas) en la misma columna expresan 
diferencias significativas (α=0.05) en la Prueba t de Student para el mismo tipo de muestra. Diferentes letras (mayúsculas) en negrita en la misma 
columna expresan diferencias significativas (α=0.05) por la Prueba t de Student para los diferentes tiempos de fermentación Colónica. DID: Dentro 
del Intestino Delgado; ND: No Detectado; DLD: Debajo del Límite de Detección. Los valores del intestino delgado a diferentes tiempos corresponden 
al lado apical. Entre paréntesis se muestran los valores de bioaccesibilidad (%). 1 Contenido de ácidos fenólicos y flavonoides en μg compuesto/g 
de muestra.  
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Considerando el comportamiento de los compuestos fenólicos a través del 

tracto gastrointestinal, respecto al ácido gálico se observa que hay diferencias 

estadísticamente significativas (p > 0.05) entre el extracto metanólicos (EM) de 

totopo horneado (como control de compuestos fenólicos libres en esta matriz 

alimentaria) y las demás etapas de la digestión, siendo el ácido fenólico en mayor 

concentración en todas las etapas de la digestión, exceptuando por el ácido ferúlico 

en las etapa de boca, comportamiento que coincide con lo reportado por Islas-

Gómez (2015), para una simulación de digestión gastrointestinal in vitro de frijol 

común (Phaseolus vulgaris L.) completo cocido. Durante la fase de estómago, se 

han reportado bajas pérdidas de ácido gálico, aunque incrementos en su 

bioaccesibilidad, esto es, la liberación de compuestos a partir de matrices 

alimenticias sólidas (Tagliazucchi et al., 2010), son debidas a la presencia de HCl 

en la etapa gástrica en el período de 10 a 60 minutos, con degradación de los 

mismos posterior a dicho tiempo (Olennikov et al., 2015).  

Se ha reportado que el ácido gálico, durante la digestión en la etapa intestinal, 

se libera de forma elevada determinada por el medio alcalino (Liu et al., 2012) y que 

el incremento en su concentración se debe a la generación del mismo como un 

producto monomérico de taninos hidrolizables (Mosele et al., 2015). Sin embargo, 

también podrían presentarse reducciones en su contenido a medida que avanza por 

el tracto gastrointestinal debido a la inestabilidad del compuesto en condiciones 

altamente alcalinas (Mosele et al., 2015) o por la posible generación de ácido 

elágico a partir de derivados monogálicos (Tuominen & Sundman, 2013). En esta 

etapa, se encontraron valores de absorción de ácido gálico del 9.29 %, menores a 

los reportados por Islas-Gómez (2015), (34.37 %), para la misma simulación de 

digestión gastrointestinal in vitro de harina de frijol cocido.  

En la fermentación colónica, los resultados son diferentes a los reportados 

por Mosele et al. (2015), quienes reportaron poca variabilidad en la liberación de 

ácido gálico en una fermentación colónica in vitro de jugo de granada, resultados 

similares a los reportados por Islas-Gómez (2015), donde en una fermentación 

colónica in vitro de frijol común cocido tampoco presentó diferencias significativas 
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en la liberación de ácido gálico a las 12 y 24 horas. Sin embargo, Mosele et al., 

(2015), reporta un ligero incremento en la liberación de ácido gálico de 0 a 48 horas 

de fermentación, sugiriendo ésta como indicador de posible hidrólisis de 

elagitaninos como consecuencia de la actividad fermentadora microbiana (Saura-

Calixto et al., 2010).  

En el caso del ácido ferúlico, las mayores concentraciones se dan en la etapa 

de boca, presentándose diferencias significativas en la concentración frente a las 

demás etapas de la digestión. Para la etapa estomacal, se ha sugerido que el ácido 

ferúlico se absorbe parcialmente en el estómago, explicado gracias al bajo peso 

molecular de este compuesto y el hecho de que la sustancia permanece en su forma 

neutra a pesar del pH ácido del estómago (Rondini et al., 2004). Se han reportado 

bajos porcentajes de liberación del ácido ferúlico en la etapa estomacal para el caso 

de la digestión de salvado de trigo (Kroon et al., 1997).  

Para la etapa intestinal, Rondini et al. (2004), a partir de la cuantificación de 

ácido ferúlico en plasma sanguíneo en ratas alimentadas con salvado de trigo y 

dosis del compuesto puro (5 mg/kg), sugieren que posterior al estómago, cantidades 

adicionales de ácido ferúlico son liberadas de forma lenta gracias a la acción de 

enzimas intestinales que degradan componentes de polisacáridos a las que se 

encuentra adherido el compuesto (como esterasas o xilanasas), permitiendo un 

incremento del ácido ferúlico libre, el cual alcanza concentraciones plasmáticas que 

llegan a ser constantes entre 1.5 y 24 horas. En este estudio se encontró que el 

porcentaje de absorción en el lado basolateral del intestino de ácido ferúlico fue del 

14.19 %, menor a lo reportado por Lafay et al. (2006), (56.1 %), aunque este autor 

realizó la medición en una perfusión intestinal del compuesto puro, sin considerar 

etapas previas de la digestión en la que podrían haber pérdida de este compuesto. 

Valores de bioaccesibilidad de ácido ferúlico fueron reportados por Anson et al. 

(2009), donde fue cuantificada a partir de una simulación de digestión 

gastrointestinal in vitro de diversas fracciones de trigo y pan.  

Experimentos llevados a cabo por Poquet et al. (2008), utilizando inhibidores 

de transporte en un modelo in vitro de enterocitos (Caco-2) y células tipo 
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caliciformes (HT29-MTX), indicaron que el transporte de ácido ferúlico a nivel 

intestinal sigue un mecanismo de transporte de difusión pasiva transcelular en lugar 

de difusión paracelular como anteriormente se creía, donde menos del 20 % del 

mecanismo total de transporte utiliza transportadores.  

Continuando con el proceso metabólico de este ácido fenólico, se ha indicado 

que el colon es el lugar de mayor potencial de absorción del ácido ferúlico debido a 

que ha sido liberado completamente de sus compuestos parentales o de la matriz 

alimenticia gracias a la acción de cinamoil esterasas de origen bacteriano (Couteau 

et al., 2001), liberándose el 95 % del total de compuestos feruroílicos según lo 

reportado en la digestión de salvado de trigo (Kroon et al., 1997). Las cinamoil 

esterasas se localizan principalmente en el lumen del intestino grueso (de origen 

microbiano) aunque algunas cantidades pequeñas se encuentran en la mucosa del 

intestino delgado y probablemente en las secreciones pancreáticas (Andreasen et 

al., 2001). Se ha reportado que, siendo el ácido ferúlico un metabolito del cafeico, 

es secretado de regreso al lumen por parte de las células intestinales tras la 

metilación del ácido cafeico por una catecol-Ο-metiltransferasa (Lafay et al., 2006). 

Para los contenidos de ácido clorogénico y cafeico, se observa que los 

mayores contenidos de ácido cafeico y clorogénico fueron detectados en la fracción 

no digerible. A nivel intestinal, el porcentaje de absorción de ácido clorogénico fue 

del 33.15 %, mucho mayor al valor reportado a nivel intestinal para secciones de 

yeyuno en ratas a partir de perfusiones directas del compuesto puro (8 %) (Lafay et 

al., 2006). El mayor porcentaje de absorción puede ser debido a que en la matriz 

alimenticia el ácido clorogénico se encuentra ligado a otros componentes y se ha 

sugerido que la biodisponibilidad de algunos compuestos fenólicos es mayor en la 

digestión este tipo de matrices que de los compuestos puros (Kroon et al., 1997). 

Bouayed et al. (2012), confirmaron que en seres humanos el ácido clorogénico 

puede ser absorbido de manera intacta en el intestino delgado al igual que el cafeico 

y que éstos son hidrolizados a nivel colónico por medio de esterasas propias de la 

microbiota asociada.  
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Experimentos llevados a cabo por Lafay et al. (2006), realizando perfusiones 

de ácido cafeico en ratas, encontraron que del total de ácido cafeico sometido a 

digestión, cerca de un 80.9 % pasa al colon y solo un 19.5 % es absorbido para 

luego volver al intestino delgado (el 0.4 %) junto a la secreción de sales biliares, 

contribuyendo al paso de este ácido fenólico al colon. Este resultado de absorción 

intestinal es mayor al valor de absorción que se calculó (12.97 %), diferencias que 

pudieron ser dadas por el tipo de matriz acarreadora del compuesto utilizada. A 

medida que atraviesa la barrera intestinal, se incrementa el proceso de Ο-metilación, 

pasando a ser ácido ferúlico. Asimismo, como el ácido cafeico es un metabolito del 

clorogénico (el cual, al romperse el enlace éste, produce ácido cafeico y quínico), 

es de esperarse que varíe su concentración a través del tracto gastrointestinal.   

En otro estudio realizado por Omar et al. (2012) en ratas macho Sprague-

Dawley alimentadas con ácido trans-cafeico, se reportó que el 62 % del ácido 

cafeico es se encuentra a nivel estomacal (76 % fue cuantificado para la digestión 

del totopo), el 7.9 % en el duodeno, 9.1 % en el yeyuno, 16 % en el íleon y 6.6 % 

alcanza el colon y 1.4 % se recolecta en las heces. Este metabolismo del ácido 

cafeico a lo largo del tracto gastrointestinal ha sido explicado por la posesión de un 

residuo de catecol, lo que favorece la formación de muchos metabolitos (Rice-Evans 

& Parker, 2003). Gonthier et al. (2006) llevaron a cabo una fermentación colónica in 

vitro de estándares puros de ácido cafeico, ácido clorogénico y caftárico, reportando 

que luego de 2 horas de fermentación colónica estos compuestos ya no pueden ser 

cuantificados debido a la acción de esterasas microbianas que hidrolizan los ésteres 

del ácido cafeico, produciendo metabolitos el ácido 3-hidroxifenilpropiónico (3-HHP) 

y ácido benzoico (BA); esto explicaría por qué no pudieron ser cuantificados ácido 

clorogénico y ácido cafeico durante la fermentación colónica en este estudio.  

Se ha reportado que la vainillina es uno de los metabolitos producidos a partir 

del ácido ferúlico (Gasson et al., 1998), por lo que su liberación puede relacionarse 

con el ácido clorogénico. No se reportaron contenidos de vainillina en el extracto 

metanólico de la botana horneada ni tampoco a nivel estomacal pero sí en 

contenidos bajos a nivel de boca y con diferencias significativas (p > 0.05) entre los 
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30 y 60 minutos de incubación intestinal, aunque igualmente los contenidos 

cuantificados en esta etapa son bajos. Estos resultados no coinciden con lo 

reportado por Ortega et al. (2009), los cuales para una digestión gastrointestinal in 

vitro de polifenoles de polvo y licor de chocolate reportaron para la etapa gástrica 

contenidos variables para cada forma de presentación de chocolate mayores a los 

reportados en este trabajo (3.60 μg de vainillina/g licor y 3.67 μg de vainillina/g de 

polvo). Sin embargo, los autores reportan valores similares a los encontrados en 

este trabajo para la etapa de digestión duodenal también para ambas 

presentaciones de chocolate (7.76 μg de vainillina/g licor y 10.7 μg de vainillina/g de 

polvo). A pesar de que hay ciertas similitudes, es importante considerar que las 

condiciones de digestión gastrointestinal in vitro fueron diferentes a las realizadas 

en este trabajo, aunque las aproximaciones sugieren liberaciones similares de este 

compuesto fenólico de diferentes matrices alimentarias. Igualmente, cabe destacar 

que el porcentaje de absorción de vainillina (19.39 %) fue el segundo más alto de 

todos los compuestos fenólicos cuantificados. Sin embargo, contrario a lo que se 

pensaría por sus bajas tasas de absorción, no se detectaron contenidos de vainillina 

a nivel de colon. Marín et al. (2015) han informado que el ácido vanílico, una forma 

oxidada de la vainillina, es uno de los principales metabolitos producidos por la 

microbiota colónica a partir de la degradación de antiocianinas.   

Para el ácido ρ-cumárico, éste sólo pudo ser cuantificado en el extracto 

metanólico y en el mayor tiempo de fermentación colónica (24 horas), 

presentándose diferencia estadísticamente significativa entre estos dos valores (p 

> 0.05). El ácido ρ-cumárico, al igual que el ferúlico, son conjugados de ácidos libres 

que experimentan la ruptura de sus grupos éster naturalmente presentes, a lo largo 

del avance de la digestión gastrointestinal (Rechner et al., 2002). El metabolismo 

del ácido ρ-cumárico generalmente involucra conjugación con ácido glucurónico o 

glicina en el hígado o epitelio del intestino delgado, reducción del doble enlace 

residual del ácido 3-(4-hidroxifenil) propiónico y β-oxidación del producto de 

reducción del ácido 4-hidroxibenzoico (Rice-Evans & Parker, 2003). Garrait et al. 

(2006), en experimentos realizados in vitro con el tracto gastrointestinal extraído de 

ratas macho Wistar alimentadas con dieta estándar comercial y ácido ρ-cumárico 
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comercial, lograron cuantificarlo en varios órganos relacionados con la digestión, 

excepto en el estómago, reportando un incremento progresivo de la absorción en la 

etapa intestinal siguiendo un transporte activo y pasivo. En este estudio se reportó 

que para el modelo in vivo ensayado, el compuesto pasa rápidamente al torrente 

sanguíneo y es distribuido a lo largo del cuerpo, ayudado por su hidrosolubilidad, lo 

que podría explicar por qué este compuesto no fue detectado en algunas etapas de 

la digestión in vitro del totopo.  

Ningún flavonoide fue detectado en el extracto metanólico, aunque sí 

pudieron ser cuantificados en diferentes etapas del tracto gastrointestinal. Para la 

catequina, no se presentaron diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05) 

en las etapas de boca y estómago, aunque sí hubo entre los diferentes tiempos de 

absorción intestinal. La absorción y el metabolismo de las proantocianidinas han 

sido ampliamente investigadas; se sabe que muchos de estos componentes están 

presentes en la dieta en forma de β-glicósidos, de los cuales se creía que en su 

hidrosolubilidad no podían pasar por difusión pasiva a nivel intestinal, pero ya se ha 

encontrado que en sus formas agliconadas pueden ser absorbidos en el intestino 

delgado participando una lactasa-floricin-hidrolasa (LPH), una β-glucosidasa 

presente en la membrana externa del intestino delgado (Hollman, 2004).  

Tagliazzuchi et al. (2010), en una simulación de digestión gastrointestinal in 

vitro de uvas rojas (Red Globe grapes, por sus siglas en inglés), reportaron una 

liberación de 34.88 mg de catequina/100 g uvas, constituyendo el 49.7 % del total 

de polifenoles obtenidos por extracción química. Estos resultados son mayores a 

los encontrados en este trabajo, aunque es de considerar que el contenido de 

polifenoles en uvas de pigmentación oscura es mayor que en la botana horneada 

que fue sometida a digestión en este reporte.  

Se ha sugerido que la catequina es resistente al paso del fluido gástrico, 

extraído gracias al uso de una sonda nasogástrica introducida en pacientes a los 

que se les suministró una bebida de chocolate rica en polímeros de procianidinas 

(Rios et al., 2002). En ratas macho Wistar alimentadas con catequina (ingesta de 

62.3 μmol (+)-catequina/día)  se ha reportado que gran parte de ésta es excretada 



74 
 

por el cuerpo, junto con su derivado 3’-Ο-metilado (Gonthier et al., 2003). 

Tagliazucchi et al. (2010), reportaron un incremento en el contenido de catequina 

del 21.9 % de la etapa de boca hacia la de estómago, menor al encontrado en este 

trabajo (337 %), y este incremento continúa conforme pasa el tiempo de digestión 

estomacal hasta alcanzar un valor del 88 %, según lo reportado por estos autores.  

A nivel intestinal, se encontraron reducciones significativas (p > 0.05) en los 

contenidos de catequina, comportamiento que coincide con lo reportado por 

Tagliazucchi et al. (2010), quienes explican que este fenómeno puede ser debido a 

la transición de un ambiente ácido hacia un ambiente alcalino, provocando 

reducción en la bioaccesibilidad de varios compuestos fenólicos, entre ellos la 

catequina.  

Gonthier et al. (2003), llegaron a identificar, como metabolitos producidos por 

la acción de la microbiota colónica sobre catequina, ácido m-Cumárico, un precursor 

del ácido ferúlico y probable contribuyente a los valores encontrados del mismo a 

nivel intestinal. Siendo la catequina una proantocianidina, se ha encontrado que es 

pobremente absorbida en el tracto gastrointestinal debido a su alto peso molecular, 

aunque ello no impide que sean degradas en metabolitos aromáticos a nivel del 

colon (como los ácidos 3,4-hidroxifenilpropiónico, 3-hidroxifenilpropiónicoy 3-

hidroxibenzoico) gracias a la microbiota asociada (Déprez et al., 2000), lo que podría 

explicar los bajos contenidos de este compuesto que fueron cuantificados en el 

tiempo de fermentación de 24 horas.  

Aunque se ha reportado bajo nivel de actividad metabólica a nivel del colon 

para catequina, Schantz et al. (2010), en un modelo ex vivo para fluido del íleon 

proveniente de mujeres al que fue suministrado extractos puros de catequina y 

algunos derivados de la misma, mostró cierto nivel de absorción en el colon tras 24 

horas de proceso fermentativo.  

Bouayed et al. (2012), reportó el metabolismo de varios polifenoles 

identificados y cuantificados a partir de una extracción hidro-metanólica de varios 

cultivares de manzana, donde al ser sometidos en una simulación de digestión 
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gastrointestinal in vitro mediante el uso de enzimas y ajustes de pH para las 

diferentes etapas de la digestión, concluyeron que, frente a la cuantificación de 

catequina por medio de UPLC, que su estabilidad a pH altos como los que se 

encuentran en el intestino es baja, al igual que todos los monómeros de flaván-3-ol, 

lo que podría explicar igualmente los bajos niveles de este compuesto que se 

cuantificaron en las etapas iniciales de intestino cuando hubo el cambio de pH del 

medio gástrico al intestinal, aunque los resultados encontrados en este trabajo 

difieren con la sugerencia del autor de que a las 2 horas existe una degradación de 

casi el 50% de la catequina total, puesto que fue en este tiempo cuando se 

cuantificaron los valores más altos del compuesto.  

Los flavonoides rutina y quercetina no fueron detectados en boca, estómago 

y fermentación colónica, pero sí se cuantificaron diferentes contenidos de los 

mismos en las etapas de intestino delgado. Experimentos realizados en ratas luego 

de perfusión de íleon y yeyuno de ratas (15 nmol/min) de rutina y quercetina, se ha 

indicado que una alta proporción de quercetina (dos terceras partes) es transferida 

de forma rápida a través de la pared intestinal, absorbiéndose aproximadamente un 

66.7% de la quercetina suministrada por perfusión, aunque es secretada 

nuevamente en el lumen en forma de conjugados de quercetina (Crespy et al., 

1999). Lo que podría explicar los bajos niveles de este compuesto cuantificados a 

nivel intestinal, su bajo porcentaje de absorción (3.84 %) y su reducción a través 

que se incrementa el tiempo de incubación. Para el mismo experimento de Crespy 

et al. (1999), se reportó bajo nivel de absorción de rutina a través de la pared 

intestinal.   

Dada la relación que hay entre contenido de compuestos fenólicos 

(parentales y metabolitos) y la capacidad antioxidante, como se explicó 

anteriormente, se procedió a evaluar la capacidad antioxidante en las diferentes 

etapas de la digestión in vitro del totopo horneado 70:30 por los métodos DPPH y 

ABTS (Cuadro 9).  
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Cuadro 9. Capacidad antioxidante en los productos de la fermentación colónica.  

 DPPH  

TEAC1  

ABTS  

TEAC1 

EM 0.33 ± 0.01h  0.60 ± 0.05g  

Boca 0.82 ± 0.02ef  1.31 ± 0.06cde  

Estómago 0.94 ± 0.04d   1.08 ± 0.07ef  

Intestino Delgado 

(Apical) 
 

 

15 min 1.18 ± 0.03ab  1.88 ± 0.08a  

30 min 1.11 ± 0.03bc  1.87 ± 0.16a  

60 min 1.06 ± 0.03c  0.85 ± 0.02fg 

120 min 1.17 ± 0.02ab  1.40 ± 0.09cd  

Intestino Delgado 

(Basolateral) 
 

 

15 min 0.83 ± 0.01ef  1.35 ± 0.03cd  

30 min 1.08 ± 0.08c  1.89 ± 0.01a  

60 min 1.08 ± 0.03c  1.27 ± 0.02cde  

120 min 1.16 ± 0.12a  1.31 ± 0.01cde  

EFFND   

6h 0.79 ± 0.04f  1.48 ± 0.15bc  

12h 0.67 ± 0.05g  1.24 ± 0.07de  

24h 0.85 ± 0.05e  1.67 ± 0.002ab  

EM: Extracto Metanólico de Totopo Horneado 70:30; EFFND: Extracto fermentado de fracción no 
digerible. Los resultados representan la media de tres réplicas ± desviación estándar. Diferentes 
letras (minúsculas) en la misma columna expresan diferencias significativas (α=0.05) en la Prueba 
de Tukey. 1 Capacidad antioxidante expresada como μmol equivalentes de trolox/g de muestra.  

La falta de un método validado y estandarizado que pueda permitir la 

evaluación de capacidad antioxidante en alimentos obliga a la necesidad de utilizar 

más de un método analítico de evaluación de la misma, donde se considera que las 

principales aproximaciones para determinar actividades antioxidantes in vitro de 

muestras puede ser por medio de la inhibición de oxidación lipídica en diferentes 

sistemas o la habilidad de secuestrar radicales libres (Bahloul et al., 2016), siendo 

esta última aproximación la utilizada en este trabajo.  
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Generalmente, el ensayo de ABTS●+ se prefiere sobre el de DPPH porque da 

resultados consistentes en un amplio intervalo de pH, mientras que la viabilidad del 

método DPPH es dependiente del pH (Lemańska et al., 2001). Además, ABTS 

puede trabajar igualmente bien tanto en medios orgánicos como acuosos y su 

eficiencia, entre otros actores, depende del sistema de solvente empleado, a 

diferencia de DPPH. En comparación, la velocidad de reacción de DPPH es mucho 

menor (Awika et al., 2003).  

En la etapa de boca hay un aumento de forma significativa (p > 0.05) respecto 

al extracto metanólico en valores similares para ambas metodologías, y se presenta 

un comportamiento similar a lo largo de las diferentes etapas tracto gastrointestinal. 

Aunque no existen reportes del comportamiento de la capacidad antioxidante a lo 

largo del tracto gastrointestinal para una botana horneada, se han reportado varios 

estudios que han explicado este proceso en diferentes matrices alimentarias. 

Campos-Vega et al. (2015), reportó incrementos en la capacidad antioxidante de 

muestras de café usado en la etapa de boca, siguiendo la misma metodología de 

digestión gastrointestinal in vitro realizada en este trabajo, donde los valores de 

bioaccesibilidad son menores a los encontrados (DPPH: 171 % y 84 %; ABTS: 47 

% y 105 % respectivamente para café usado proveniente de tostado medio y 

oscuro).  

Si bien el contenido de algunos compuestos fenólicos se reduce durante la 

etapa de boca, como se muestra en el Cuadro 8, se ha reportado que el consumo 

de algunos polifenoles de forma oral pueden ejercer actividad a pesar de los 

cambios que puedan sufrir en el tracto digestivo, sugiriéndose que su actividad 

antioxidante potencial depende principalmente del grado de desprotonación del 

resto de radical y no la cantidad de compuestos fenólicos presentes (Lemánska et 

al., 2001), propuesta que podría ser confirmada con este trabajo para las etapas de 

boca y estómago. Sin embargo, existen varios reportes en la literatura que indican 

que el incremento en la biodisponibilidad de varios compuestos fenólicos podría 

relacionarse con el incremento en la capacidad antioxidante (Campos-Vega et al., 
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2015), tal como es observado en las etapas de estómago, intestino y fermentación 

colónica para algunos compuestos fenólicos del Cuadro 8.  

Para la etapa de estómago, aunque existe un incremento en la capacidad 

antioxidante, es menor en la técnica de ABTS, resultado que es consistente con el 

comportamiento para el café usado de tostado medio sometido a digestión por 

Campos-Vega et al. (2015). Para la técnica de DPPH, el incremento en el valor de 

capacidad antioxidante de forma significativa (p > 0.05) en comparación con la etapa 

de boca y, relacionando con el incremento en los valores de algunos compuestos 

fenólicos del Cuadro 8 podrían sugerir que este aumento podría ser responsable 

por dichos compuestos que, al ser en general ácidos fenólicos, se ha sugerido que 

estos podrían ser responsables de la capacidad antioxidante presente en algunos 

alimentos (Campos-Vega et al., 2015).  

Rodríguez-Roque et al. (2013) en una simulación de digestión 

gastrointestinal in vitro de substituto de leche de soya comercial, encontraron un 

incremento del 30 % en la etapa de estómago para la inhibición de DPPH, atribuido 

a la liberación de algunos compuestos fenólicos en esta etapa donde las 

condiciones ácidas podrían mejorar la liberación de compuestos antioxidantes de 

los alimentos, comportamiento que coincide con el incremento en los valores de 

DPPH y ABTS presentados en este trabajo.  

De modo general, los mayores valores de capacidad antioxidante se 

obtuvieron en la etapa intestinal para ambas técnicas, así como las mayores 

bioaccesibilidades. Estos resultados son consistentes con lo reportado por Campos-

Vega et al. (2015), para la misma simulación gastrointestinal in vitro pero utilizando 

una matriz diferente (café usado), la cual podría ser consecuencia de la liberación 

de determinados compuestos fenólicos en esta etapa como se indicó en el Cuadro 

8 para ácidos fenólicos como gálico, cafeico y clorogénico y flavonoides como (+)-

catequina. Sin embargo, para los primeros 15 minutos los valores son menores a 

los de la etapa gástrica, comportamiento que fue reportado por Rodríguez-Roque et 

al. (2015), sugiriendo que algunos compuestos fenólicos que podrían conferir 
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actividad antioxidante son sensibles a las condiciones alcalinas del medio intestinal 

y por tanto, podrían cambiar sus estructuras químicas.  

Finalmente, para la etapa de fermentación colónica, se observó una 

reducción significativa (p > 0.05) de las 6 horas hasta las 12 horas de fermentación 

colónica, pero un incremento igualmente significativo (p > 0.05) de 12 a 24 horas, 

por ambas técnicas, alcanzándose los mayores valores en este último tiempo de 

medición. Este comportamiento coincide de acuerdo con lo reportado por Campos-

Vega et al. (2015), para la misma simulación de digestión gastrointestinal in vitro de 

café usado en el caso del café con tostado medio para la técnica de ABTS●+, aunque 

los valores de bioaccesibilidad encontrados en este trabajo fueron menores en esta 

etapa para el mismo trabajo (el cual indica bioaccesibilidades de 235 – 242 % y 798 

– 866 % para DPPH y 302 – 368.6 % y 373.6 – 390.9 % para ABTS, en ambos tipos 

de café usado evaluados). Los valores de capacidad antioxidante encontrados 

podrían ser atribuibles a los compuestos fenólicos, que no atraviesan la barrera 

intestinal y quedan en la fracción no digerible, alcanzando el colon para ser 

fermentados por la microbiota colónica y producir compuestos que ejerzan actividad 

antioxidante (Saura-Calixto et al., 2007).  

VI.2.4. Contenido de oligosacáridos en materia prima y harinas.   

Se ha reportado que los oligosacáridos constituyen ingredientes no digeribles 

o prebióticos (resistentes a la digestión en el tracto gastrointestinal) que tienen 

potencial nutracéutico porque estimulan el crecimiento de microbiota colónica 

específica (Laparra & Sanz, 2010). Por lo que resulta interesante saber el contenido 

de estos en el totopo horneado 70:30 (maíz nixtamalizado:frijol común cocido). El 

Cuadro 10 muestra el contenido de oligosacáridos de las materias primas y la harina 

de totopo horneado 70:30. 
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Cuadro 10. Contenido de oligosacáridos cuantificados por HPLC-DAD-MS en 
harinas y totopos.  

 Rafinosa 1 Estaquiosa1 Verbascosa1 

HMN ND 0.96 ± 0.20a 4.59 ± 0.18a 

HFC ND 5.69 ± 0.19b 4.64 ± 0.21a 

T7030 ND 2.50 ± 0.26c 5.41 ± 0.03b 

HMN: Harina de maíz nixtamalizado; HFC: Harina de frijol cocido; T7030: Totopo horneado con 
mezcla de 70% de harina de maíz nixtamalizado y 30% de harina de frijol cocido. Los resultados 
representan la media de tres réplicas ± desviación estándar (expresados en base seca). Diferentes 
letras en la misma columna expresan diferencias significativas en la Prueba de Tukey (α=0.05) entre 
HMN y HFC respecto a HT. 1 Contenido de oligosacáridos en mg Compuesto/g de muestra.  

No se detectó rafinosa en ninguna de las muestras, pero sí estaquiosa y 

verbascosa, presentándose diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05) 

entre los contenidos de estaquiosa y verbascosa entre la harina de frijol cocido y la 

harina de maíz nixtamalizado respecto a la harina de totopo. Se ha reportado que 

las leguminosas y cereales contienen oligosacáridos indigeribles, constituyentes de 

la fibra soluble, como rafinosa, estaquiosa y verbascosa que pueden ocasionar 

meteorismo, diarrea y problemas digestivos (Escudero-Álvarez y González-

Sánchez, 2006; Holzapfel, 2002).  

Los contenidos cuantificados de estaquiosa para HMN están por encima de 

los reportados por Treviño-Mejía et al. (2016), (1.50 mg/g de muestra) aunque para 

este último no se utilizó la misma variedad de maíz sino harina de maíz 

nixtamalizado comercial. Las diferencias en el contenido pueden deberse en el 

tratamiento térmico alcalino, del que se ha reportado para lúpulo (variedades: L. 

campestris, L. angustifolius y L. kiew) reducciones del 70 al 90 % respecto a la 

materia prima original tras un período de 6 horas de cocción en estas condiciones 

(Jiménez-Martínez et al., 2001). La eliminación de oligosacáridos de la familia de la 

rafinosa se considera un proceso adecuado porque ayuda a eliminar estos factores 

tradicionalmente considerados como antinutricios ya que son causa de meteorismo 

en animales monogástricos por la ausencia de la enzima α-galactosidasa (Adeyemo 

& Onilude, 2014). Sin embargo, se ha reportado que la presencia de estos 

componentes en la fracción no digerible y su posterior fermentación gracias a la 



81 
 

microbiota colónica favorece la formación de ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC), de los que se han reportado beneficios en la salud gracias a su papel clave 

en la prevención y el tratamiento del síndrome metabólico, trastornos intestinales y 

algunos tipos de cáncer, además de su efecto positivo en tratamientos de colitis 

ulcerosa, enfermedad de Crohn y diarrea asociada a antibióticos (den Besten et al., 

2013).  

Se detectaron contenidos de verbascosa en la harina de maíz nixtamalizado 

(4.59 mg/g muestra), resultado diferente a lo reportado por Treviño-Mejía et al. 

(2016), donde, para una variedad diferente de maíz, no pudo detectar este 

oligosacárido, al igual que en tortillas de maíz suplementadas con harina de frijol 

cocido. La verbascosa es el oligosacárido de mayor peso molecular de los de la 

familia de la rafinosa e igual que los demás, también es fermentada por la microbiota 

colónica para producir AGCC. Se ha reportado que la verbascosa sólo puede ser 

acumulada en las vacuolas vegetales de algunas plantas, principalmente 

dicotiledóneas y su presencia obedece a condiciones específicas de estrés al que 

ha sido sometida la planta (Peters et al., 2010).  

Similar a los resultados de Ramírez-Jiménez et al. (2014), la estaquiosa fue 

el oligosacárido en mayor cantidad identificado en la harina de frijol común cocido 

para la misma variedad de frijol y la misma metodología de extracción y 

cuantificación, aunque el contenido encontrado en este trabajo es mucho menor al 

reportado por Ramírez-Jiménez (42.41 mg/g muestra y 37.68 mg/g muestra para 

harina de frijol cocido de la misma variedad), sin embargo, es similar al reportado 

por Campos-Vega et al. (2009), (5.4 mg/g muestra). Del mismo modo, Ramírez-

Jiménez et al., (2014), cuantificó rafinosa (2.42 mg/g de muestra y 4.33 mg/g 

muestra) y Campos-Vega et al. (2009), (0.5 mg/g de muestra), contrario a los 

resultados de este trabajo en los que no pudo ser detectada, similar a Treviño-Mejía 

et al. (2016). Brummer et al. (2015), para frijol común (Phaseolus vulgaris L.) pinto 

sometido a cocción, reportaron en sus extractos metanólicos contenidos de rafinosa 

(3.40 mg/g muestra), estaquiosa (18.89 mg/g muestra) y verbascosa (0.69 mg/g 

muestra).  
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Se ha reportado que la cocción favorece el incremento en el contenido de 

oligosacáridos posiblemente debido a la interacción existente de éstos con 

macromoléculas y el grado de maduración del grano puesto que las condiciones de 

germinación afectan el contenido de oligosacáridos donde la enzima α-

galactosidasa hidroliza primero estaquiosa, seguido de rafinosa en los enlaces α-

1,6 (Martín-Cabrejas et al., 2008). Del mismo modo, se ha informado que los 

diferentes procesos de cocción y temperatura provocan variaciones en el contenido 

de α-galactósidos, esto es, los productos de la acción enzimática de la α-

galactosidasa. Por ejemplo, en un experimento de cocción y deshidratación de 

lentejas (Lens culinaris L.) y garbanzos (Cicer arietinum) se encontraron 

reducciones drásticas en el contenido de carbohidratos solubles (85 % en el caso 

de lentejas y 57 % en el caso de chícharos), incluyendo oligosacáridos dentro de 

esta contabilización (Martín-Cabrejas et al., 2006). Mientras que Cruz-Bravo et al. 

(2011), sugieren, a partir de la cuantificación de oligosacáridos en la fracción no 

digerible de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cv. Negro 8025 crudo y cocido, un 

incremento en el contenido de oligosacáridos en el cocido, explicado gracias a que 

en la cocción existe un incremento en la lixiviación de componentes solubles y la 

liberación de oligosacáridos ligados a la matriz original.  

Respecto a los contenidos de verbascosa, los resultados obtenidos son 

mayores a los reportados por Campos-Vega et al. (2009), (0.2 mg/g muestra) para 

la misma variedad de frijol y sometido bajo el mismo procedimiento de cocción, las 

diferencias pueden deberse a que fue diferente fecha de cultivo y por tanto de 

condiciones ambientales que lleven a diferentes contenidos de compuestos o 

agentes bioactivos.  Estos valores cuantificados de oligosacáridos confirman lo 

reportado por Campos-Vega et al. (2009), de que el frijol es una adecuada fuente 

de oligosacáridos.  

Para el totopo, hubo reducciones estadísticamente significativas en su 

contenido de estaquiosa respecto a la harina de frijol (p > 0.05) pero no de 

verbascosa, datos que pudiesen ser explicados por el proceso de deshidratación al 

que fue sometido en su proceso de horneado, resultados que coinciden con lo 
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reportado por Martín-Cabrejas et al. (2006). Ramírez-Jiménez et al. (2014), discute 

que, para deshidratación de harina de frijol, que este proceso no ocasiona pérdidas 

importantes en el contenido de oligosacáridos respecto a las materias primas 

originales.  

VI.2.5. Bioaccesibilidad de Oligosacáridos de los productos de la digestión 

gastrointestinal in vitro y fermentación colónica in vitro del totopo horneado 70:30.   

El Cuadro 11 muestra la bioaccesibilidad de oligosacáridos de los productos 

de la digestión gastrointestinal in vitro y fermentación colónica in vitro del totopo 

horneado 70:30, cuantificados por HPLC.  

Cuadro 11. Bioaccesibilidad de oligosacáridos en los productos de la digestión 

gastrointestinal in vitro y fermentación colónica in vitro del totopo horneado 70:30. 

 Rafinosa1  Estaquiosa1 Verbascosa1 

EM ND 2.50 ± 0.26c (100) 5.41 ± 0.03c (100) 

Boca ND ND 0.65 ± 0.20b (12) 

Estómago ND  ND ND 

Intestino Delgado    

15 min 104.26 ± 0.35A ND 0.47 ± 0.21A (9) 

30 min ND 0.73 ± 0.12A (29) 0.14 ± 0.02B (2) 

60 min 43.74 ± 4.69B 4.32 ± 1.47A (172) ND 

120 min ND 0.38 ± 0.14B (15) 2.86 ± 0.03C (53) 

DID ND ND ND 

FND 7.39 ± 0.25C 5.43 ± 1.73Ad (217) 3.47 ± 0.26Ce (64) 

EFFND    

6h ND ND ND 

12h ND 0.51 ± 0.07ab (20) 4.11 ± 0.08ad (76) 

24h ND 0.17 ± 0.05ba (7) 0.25 ± 0.02ba (5) 

EM: Extracto Metanólico de Totopo Horneado 70:30; EFFND: Extracto fermentado de fracción no 
digerible. Los resultados representan la media de tres réplicas ± desviación estándar (expresados 
en base seca). Diferentes letras (minúsculas) en la misma columna expresan diferencias 
significativas (α=0.05) en la Prueba de Tukey. Diferentes letras (mayúsculas) en la misma columna 
expresan diferencias significativas (α=0.05) en la Prueba t de Student los diferentes tiempos de 
incubación intestinal.  Diferentes letras (mayúsculas) en negrita en la misma columna expresan 
diferencias significativas (α=0.05) por la Prueba t de Student para los diferentes tiempos de 
fermentación Colónica. ND= No Detectado. Los valores del intestino delgado a diferentes tiempos 
corresponden al lado apical. 1 Contenido de oligosacáridos en mg Compuesto/g de muestra 
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En la etapa de boca sólo se cuantificó verbascosa, presentando una 

reducción estadísticamente significativa (p > 0.05) respecto al extracto metanólico. 

Estos resultados no son consistentes con lo indicado por Winchienchot et al. (2010), 

quienes reportaron en una simulación in vitro de oligosacáridos de pitaya 

(Selenicereus megalanthus y Hylocereus monacanthus) sometidos a la acción de 

α-amilasa salival de origen humano a diferentes pH (de 4 hasta 8), bajos grados de 

hidrólisis de los mismos (pH 4: 5.72 %, pH 5: 8.03 %, pH 6: 7.39 %, pH 7: 12.32 % 

y pH 8: 16.22 %), por lo que gran parte de ellos alcanzan el estómago (sólo un 16 

% es hidrolizado en la boca, 2.5 % en el estómago y 30 % en el intestino delgado). 

Estos resultados de Winchienchot et al. (2010), también fueron similares a un 

estudio previo realizado por Gnoth et al. (2000), donde para oligosacáridos aislados 

de muestras de leche humana y sometidos a la acción de 1 minuto de incubación 

con amilasa salival de origen humano in vitro a pH 7 y 5.5, se encontró que existía 

mínima degradación de estos oligosacáridos en este procedimiento. Las diferencias 

encontradas en estos estudios respecto a los resultados obtenidos pueden deberse 

a las diferencias en el uso de oligosacáridos aislados y las condiciones, puesto que 

para este trabajo se reporta una etapa in vivo de boca.  

Para la sección del estómago, no se detectaron ninguno de los oligosacáridos 

tomados como estándares. Estos resultados son diferentes a los reportados por 

Winchienchot et al. (2010), donde para una simulación in vitro de la digestión 

gástrica encontraron alta resistencia de oligosacáridos a las condiciones ácidas 

estomacales, superiores a un control de inulina, permitiendo que el 96 % de los 

mismos alcanzaran el intestino. Gdala et al. (1997), para lechones canulados con 

lupino, se encontró que luego de tres horas de digestión, cerca del 39 % de los alfa-

galactósidos (derivados de rafinosa) desaparecieron del estómago e intestino 

delgado, atribuido a la presencia de posibles enzimas de origen vegetal aportadas 

por la alimentación o α-galactosidasa de origen vegetal. Esto podría explicar las 

notorias reducciones en verbascosa y estaquiosa luego de 120 minutos de 

incubación intestinal encontrados en este trabajo (85 % y 47 %, respectivamente).  
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En el intestino, se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las 

diferentes etapas, alcanzándose la mayor concentración de estaquiosa y 

verbascosa al final de las dos horas de incubación, mientras que los valores de 

rafinosa fueron los más bajos. Cummings & Macfarlane, (2002), reportaron que 

hasta un 88 % de los fructo-oligosacáridos e inulina alcanzan el colon, en un modelo 

de ileostomía e intubación de pacientes. Se ha reportado el efecto prebiótico de los 

oligosacáridos puesto que de forma selectiva estimulan el crecimiento y la actividad 

de un limitado número de microorganismos en el colon que promueven beneficios 

a la salud como: lactobacilos y bifidobacterias, microorganismos que han sido 

vinculados con una resistencia incrementada a padecer enfermedades infecciosas 

y diarrea, estimulación de la actividad del sistema inmune y protección contra cáncer 

(Macfarlane et al., 2008). Para que haya efecto prebiótico se requiere un consumo 

diario de al menos 0.8 g/100 mL, aunque estos valores pueden cambiar 

dependiendo de los requerimientos poblacionales por país y la edad, ya que en 

algunos países los valores son más bajos; por ejemplo, en Japón se recomienda un 

consumo de 2.5 g/100 mL para población de la tercera edad (Macfarlane et al., 

2008).  

Los valores encontrados en este trabajo indican que a medida que se 

incrementa el tiempo de incubación intestinal, existe un aumento en la 

bioaccesibilidad de estos oligosacáridos, indicando que los mismos pasan en 

porcentajes variables al colon para ser fermentados por la microbiota colónica. No 

se detectaron contenidos de estos oligosacáridos dentro del intestino delgado, 

confirmando la posibilidad de que los mismos pasen al colon para ser fermentados 

por la microbiota colónica. En efecto, la reducción en el contenido de oligosacáridos 

a las 24 horas de fermentación podría ser un indicador de que los mismos están 

siendo transformados en otros metabolitos, siendo uno de ellos los ácidos grasos 

de cadena corta.   



86 
 

VI.3. Coeficiente de permeabilidad aparente, permeabilidad neta y relación de 

flujo de los compuestos fenólicos en los productos de la digestión 

gastrointestinal in vitro del totopo horneado 70:30. 

Se ha sugerido que los coeficientes de permeabilidad aparente a nivel 

intestinal se relacionan con la biodisponibilidad de algunos compuestos, entre ellos 

los medicamentos, y reflejan de forma directa su absorción, en mayor o menor 

proporción (Ma et al., 2014). Por ello, se decidió tener en cuenta estos cálculos para 

algunos componentes, razón por la cual el Cuadro 12 muestra el cálculo de los 

coeficientes de permeabilidad aparente, permeabilidad neta y la relación de flujo de 

salida para algunos compuestos fenólicos en los productos de la digestión 

gastrointestinal in vitro de acuerdo a los valores cuantificados por HPLC.  

La permeabilidad aparente (Papp) se define como la tasa de acumulación de 

compuesto en la cámara receptora normalizado por el área superficial del tejido y 

es una medida utilizada en experimentos ex vivo (Volpe, 2012) ya que se 

correlaciona de forma adecuada con coeficientes de absorción humanos (Palumbo 

et al., 2008).  Por su parte, la permeabilidad neta (Papp) se refiere a la tasa real de 

compuesto acumulado al interior del intestino (Palumbo et al., 2008). Este cálculo 

no fue realizado para oligosacáridos considerando que no pudo determinarse la 

concentración inicial en el que se encontraba cada oligosacárido al principio de la 

digestión intestinal.  

Asimismo, en las células epiteliales de la mucosa del intestino delgado, se 

considera que el lado correspondiente al flujo sanguíneo es el basolateral y el lumen 

corresponde al apical (Ito et al., 2005). La acumulación de componentes o el paso 

de los mismos del lado apical al basolateral y viceversa tiene relación con el grado 

de absorción de los mismos y el modo como podrían acumularse en los organismos. 

Por ejemplo, Walgren et al. (1998) reportaron para monocapas de células Caco-2 

sometidas a flujos de quercetina (50 μM), que el flujo de este compuesto del lado 

apical al basolateral podría sugerir, dependiendo de la velocidad, transporte 

paracelular del mismo o transporte pasivo. Asimismo, muchos de estos compuestos 

pueden verse relacionados con la expresión de transportadores específicos de 
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membrana hacia el lado basolateral o el metabolismo de los mismos a nivel 

sistémico y su regreso al lumen intestinal (Lafay et al., 2006).  

En el Cuadro 12, sólo se presentan los datos de aquellos compuestos 

fenólicos que pudieron ser detectados y cuantificados en el sector apical y 

basolateral, si bien sólo el ácido gálico para 60 minutos de digestión, quercetina y 

ácido ferúlico para 120 minutos de digestión y ácido cafeico en todos los tiempos de 

digestión intestinal ex vivo, siguiendo la técnica del saco intestinal invertido. 

Dependiendo del compuesto cuantificado, sus relaciones de flujo de transporte 

entre los lados apicales y basolaterales varía, mostrándose una reducción en los 

valores a medida que se incrementa el tiempo de incubación intestinal para ácido 

cafeico. 
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Cuadro 12. Coeficientes de permeabilidad aparente (Papp,), permeabilidad neta 

(Papp Neta) y relación de flujo de salida de los compuestos fenólicos en los productos 

de la digestión gastrointestinal in vitro del totopo horneado 70:30. 

Compuesto 

Fenólico 

Tiempo de 

Incubación 1 

AP  BL2  

Papp (x 10-

3)  

BL  AP2  

Papp (x 10-3) 

Papp neta2  

(x 10-3) 

Relación 

de Flujo 

Ácido 

Gálico 

15 ND 1.390 a - - 

30 ND 0.002 b - - 

60 0.319 0.096 c 0.415  0.30  

120 ND 0.729 d  - - 

Ácido 

Cafeico 

15 0.096 a 0.634 a 0.730 b 6.58a 

30 0.077 b 0.063 b 0.140 a 0.30b 

60 0.071 b 0.108 c 0.179 c 1.52c 

120 0.048 d 0.057 d 0.105 a 1.19d 

Ácido 

Ferúlico 

15 ND 0.330 a - - 

30 ND 0.166 b - - 

60 ND 0.064 c - - 

120 0.005 0.032 d 0.037 6.77 

Quercetina 

15 ND 0.327 a - - 

30 ND 0.119 b - - 

60 ND 0.081 c - - 

120 0.006 0.023 d 0.029 4.14 

Los resultados representan la media de tres réplicas ± desviación estándar. BL: Basolateral; AP: 
Apical. Diferentes letras (minúsculas) en la misma columna expresan diferencias significativas 
(α=0.05) en la Prueba de Tukey. Diferentes letras (negritas) en la misma columna expresan 
diferencias significativas (α=0.05) en la Prueba t de Student para el mismo tipo de muestra. Las 
líneas expresan valores que no fueron detectados o que por las características de la fórmula utilizada 
no pudieron ser utilizados. ND: No detectado. 1 Tiempo de incubación en minutos; 2 Coeficientes de 
permeabilidad aparente y neta calculados en cm/s.  

Para el flujo de apical a basolateral, se mostró una progresiva reducción en 

los valores para el ácido cafeico, el único que pudo ser cuantificado para este 

cálculo. De acuerdo con lo reportado por Artusson et al., (2001), los valores de flujo 

Papp < 1 x 10-7 cm/s y Papp > 1 x 10-6 cm/s corresponden a baja y alta permeación, 

respectivamente, para evaluaciones de absorción de medicamentos en monocapas 

de células Caco-2; otros autores reportan valores diferentes (Papp < 5 x 10-6 para 
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baja permeabilidad y Papp > 14 x 10-6 cm/s para alta permeabilidad) (Volpe et al., 

2007). Asimismo, Artusson et al., (2001), sugieren que cuando existen altas 

permeabilidades, el modelo in vivo se asemeja al modelo propuesto por ellos de 

Caco-2, donde un incremento en la magnitud de 101 indica un incremento del 100% 

de la permeabilidad para un sistema in vivo.  

Tomando en consideración que las permeabilidades encontradas para el 

ácido cafeico de apical a basolateral son altas, pudiendo sugerir que existe alta 

semejanza con un modelo in vivo, así como reducciones en su absorción intestinal 

conforme se incrementa el tiempo de digestión. Este comportamiento es similar al 

reportado por Campos-Vega et al., (2015), para coeficientes de permeabilidad 

calculados para fenoles totales, taninos condensados y flavonoides en una 

simulación de digestión gastrointestinal in vitro de café usado.   

Hubatsch et al. (2007), en un protocolo propuesto de permeabilidad de 

drogas y predicción de su absorción in vitro utilizando un modelo de monocapas de 

células Caco-2, sugieren que relaciones de flujo menores a 0.5 y mayores a 2.0 

corresponden a transporte activo o mecanismos de absorción, por lo que para ácido 

cafeico se estaría presentando entre 15 y 30 minutos de digestión un transporte 

activo, pasado luego a ser pasivo de entre 60 y 120 minutos de digestión. Este 

comportamiento sólo pudo ser calculado para todos los tiempos de digestión 

intestinal para ácido cafeico, ya que se cuenta con todos los valores de 

permeabilidad aparente. Sin embargo, los valores de relación de flujo de ácido 

ferúlico y quercetina a 120 minutos y ácido gálico a 60 minutos indican transportes 

de tipo activo, siendo notoriamente altos los correspondientes a ácido ferúlico (120 

minutos) y cafeico (15 minutos). Estos resultados difieren de lo reportado por Anson 

et al., (2009), que sugieren un transporte pasivo para ácido ferúlico en una 

simulación de digestión gastrointestinal in vitro de fracciones de trigo y pan, aunque 

Poquet et al., (2008), sugiere un transporte de difusión pasiva transcelular. 

Los comportamientos para el flujo de basolateral a apical son variables; si 

bien ácido gálico y ácido cafeico muestran similitudes en el comportamiento, 

iniciando con un valor que progresivamente disminuye entre los 15 y 30 minutos de 
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digestión, éste se incrementa de 30 a 120 minutos, sin llegar a alcanzar valores 

mayores al flujo inicial en 15 minutos. En cambio, ácido ferúlico y quercetina sí 

muestran una marcada reducción del flujo desde los 15 hasta los 120 minutos de 

digestión. Los valores encontrados muestran alta permeabilidad de los compuestos 

de la membrana basolateral a la apical, mayores que en el sentido contrario, 

sugiriendo que estos compuestos fenólicos de la botana horneada podrían ser 

sustrato para algún transportador de flujo para ser llevados de forma activa de 

regreso al lumen intestinal, comportamiento similar a lo reportado por Campos-Vega 

et al., (2015).   

Específicamente para ácido gálico, las velocidades de flujo de apical a 

basolateral y viceversa son mayores a las reportadas por Jiamboonsri et al., (2015), 

en el que para una simulación de permeabilidad in vitro de compuestos fenólicos 

extraídos del interior de la semilla de mango en lisados celulares de Caco-2, 

cuantificaron entre un tiempo de 180 y 240 minutos valores de Papp AB: 1.02 x 10-6 

cm/s y Papp BA: 1.02 x 10-6 cm/s para una concentración de ácido gálico 20 μM 

(relación de flujo de 1.00), Papp AB: 0.35 x 10-6 cm/s y Papp BA: 1.87 x 10-6 cm/s 

(relación de flujo de 5.34) para el ácido gálico mezclado con metil galato y 

pentagaloil glucopiranosa; y Papp AB: 1.46 x 10-6 cm/s y Papp BA: 8.04 x 10-6 cm/s 

(relación de flujo de 5.51) en la semilla de mango. Las diferencias encontradas en 

los coeficientes de permeabilidad sugieren que cuando el ácido gálico se encuentra 

dentro de una matriz compleja, su absorción intestinal se incrementa, confirmado 

por los mayores valores de permeabilidad presentes en el ácido gálico en la semilla 

de mango que de forma aislada o mezclado con otros estándares puros. En 

complemento, las mayores relaciones de flujo reportadas por estos autores sugieren 

que a mayor tiempo de tránsito intestinal el ácido gálico mejora su absorción 

intestinal y reduce su regreso al lumen.  

Frente al ácido ferúlico, se presentaron bajos valores de permeabilidad, 

coincidiendo con el comportamiento reportado por Chen et al., (2011), en el que 

estándares puros de curcumina, epicatequina, ácido ferúlico, ácido gálico, 

quercetina, resveratrol, ácido rosmarínico y rutina fueron incubados en una 
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simulación in vitro de fluido gástrico (pH 1.2) por 1 hora y posteriormente se 

sometieron a un modelo de fluido intestinal in vitro (pH 6.8) por 3 horas. Estos 

autores reportaron un coeficiente de permeabilidad Papp neta de 8.57 x 10-7 cm/s, 

menor al reportado en este trabajo, variabilidad que puede ser dada en función de 

si el compuesto es sometido puro a digestión gastrointestinal in vitro o si se 

encuentra en una matriz alimenticia.  

Por último, para quercetina se encontraron igualmente bajos valores de 

permeabilidad, comportamiento igualmente reportado previamente por Chen et al., 

(2011), los cuales sugieren que junto a resveratrol, el transporte es 

considerablemente pobre frente a otros compuestos fenólicos. Lund & Pantuso 

(2014), en un modelo de monocapas de células Caco-2, reportaron bajos valores 

de permeabilidad intestinal para quercetina del lado apical al basolateral, reportando 

Papp AB: 10 x 10-6 cm/s para quercetina pura, para la combinación   de quercetina y 

resveratrol de Papp AB: 12 x 10-6 cm/s y un Papp AB: 11 x 10-6 cm/s de quercetina en 

combinación con curcumina. Los autores sugieren que estos valores corresponden 

a la baja estabilidad de quercetina a pH fisiológicos, aunque muestran que la 

quercetina en combinación con otros componentes exhibe mayor permeabilidad, lo 

que podría explicar los mayores valores reportados en este trabajo para este 

flavonoide.  

VI.4. Flujo de Agua del saco intestinal invertido durante el ensayo de 

permeabilidad in vitro del totopo horneado 70:30.  

El efecto del flujo de agua en el sistema de saco gastrointestinal invertido de 

acuerdo a la metodología modificada por Campos-Vega et al., (2015), se muestra 

en el Cuadro 13. 
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Cuadro 13. Cambios en el flujo de agua durante la absorción en el yeyuno de la 

digestión gastrointestinal in vitro  

Tiempo de Incubación Blanco1 Totopo Horneado 70:301 

15 min 0.06 ± 0.02a  0.08 ± 0.02a 

30 min 0.08 ± 0.02ab 0.67 ± 0.08b 

60 min 0.09 ± 0.006b 0.07 ± 0.02a 

120 min 0.14 ± 0.02c 0.06 ± 0.001a 

Los resultados representan la media de tres réplicas ± desviación estándar (expresados en base 
seca). Diferentes letras (minúsculas) en la misma columna expresan diferencias significativas 
(α=0.05) en la Prueba de Tukey. El blanco corresponde a fluido salival sometido a digestión colónica 
in vitro de los voluntarios sanos. 1 Flujo de agua medido como g agua / g de intestino fresco.  

Los resultados encontrados reflejan, para el blanco sometido a digestión 

gastrointestinal in vitro, incrementos significativos (p < 0.05) en el flujo de agua entre 

60 y 120 minutos, comportamiento similar al reportado por Campos-Vega et al., 

(2015), para una digestión gastrointestinal in vitro de café usado con tostado medio 

y oscuro.  Estos incrementos en el flujo de agua corresponden a un aumento en la 

humectabilidad del intestino y su capacidad de absorción (Campos-Vega et al., 

2015).  

Respecto a la botana horneada, el comportamiento fue dispar, puesto que se 

presentaron incrementos significativos (p < 0.05) en el flujo de agua de 15 a 30 

minutos de digestión intestinal, pero luego se presenta una progresiva reducción del 

mismo hasta los 120 minutos de digestión, sin ser estadísticamente significativa 

entre 60 y 120 minutos. Esto podría sugerir que conforme pasa el tiempo de 

incubación, para la botana horneada, se presenta una reducción no significativa (p 

< 0.05) en la capacidad de absorción del segmento intestinal, indicando de modo 

general que de 15 a 120 minutos el segmento mantiene sus condiciones de 

humedad y capacidad de absorción de compuestos.  

La variabilidad en la capacidad de absorción fue reportada por Khemiss et 

al., (2005), los cuales para una simulación de digestión gastrointestinal in vitro 

utilizando la técnica del saco invertido con perfusiones del extracto acuoso de hojas 

de Prasium majus L. a diferentes velocidades de flujo (8 g/L y 16 g/L) explicaron que 
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las variaciones en el flujo de agua en las diferentes secciones del intestino son 

debidas a la cantidad y distribución variable de acuaporinas y canales proteicos 

presentes en el epitelio intestinal.   

VI.5. Efecto de la fermentación colónica in vitro de la FND del totopo horneado 

70:30 sobre el pH del medio de incubación.  

Experimentos llevados a cabo por Farmer et al., (2014), en el que pacientes 

ingirieron una cápsula inalámbrica de movilidad (WMC o wireless motility capsule, 

por sus siglas en inglés), han sugerido que la medida del pH del medio de 

fermentación es un adecuado biomarcador indirecto de fermentación colónica, 

resaltando la relevancia de la medida de este parámetro.  

El Cuadro 14 muestra el efecto de la fermentación colónica in vitro de la 

fracción no digerible del totopo horneado 70:30 sobre el pH del medio de incubación, 

siguiendo la metodología desarrollada por Campos-Vega et al. (2009). 

Cuadro 14. Efecto de la Fermentación colónica in vitro de la fracción no digerible 

del totopo horneado 70:30 sobre el pH del medio de incubación.  

Muestra 
pH 

0 h 6 h 12 h 24 h 

T7030 6.54 ± 0.02Aa 5.21 ± 0.20Ba 5.24 ± 0.31Ba 5.44 ± 0.52Ca 

Control (+) 6.83 ± 0.25Ab 4.31 ± 0.07Bb 4.30 ± 0.65Bb 4.17 ± 0.38Bb 

Control (-) 6.91 ± 0.22Ab 6.42 ± 0.22Bc 6.57 ± 0.21ABc 6.67 ± 0.16ABc 

T7030=Totopo horneado 70% harina de maíz nixtamalizado y 30% harina de frijol cocido.  El control 
(+) corresponde a medio de fermentación con Rafinosa (100 mg) e inóculo fecal humano (1 mL de 
inóculo fecal); el control (-) corresponde a medio de fermentación con inóculo fecal humano (1 mL 
de inóculo fecal). Los resultados representan la media de tres experimentos ± desviación estándar. 
Diferentes letras (mayúsculas) por renglón expresan diferencias significativas (α=0.05) por la Prueba 
de Tukey entre los diferentes tiempos de fermentación para el mismo tipo de muestra. Diferentes 
letras (minúsculas) por columna expresan diferencias significativas (α=0.05) por la Prueba de Tukey 
para el mismo tiempo de fermentación.  

Los valores de pH disminuyeron a medida que se incrementó el tiempo de 

fermentación tanto en el totopo como en los controles, aunque no se presentaron 

diferencias significativas entre la reducción del tiempo de 6 h y 12 h (p > 0.05). De 
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modo general, la mayor reducción de pH para el control positivo (rafinosa) se 

presenta en el tiempo de 6 h, comportamiento similar al reportado por Campos-Vega 

et al., (2009), aunque el porcentaje de caída de pH de este trabajo (20.34 %) es 

mayor al reportado por Campos-Vega et al., (2009) (4.82 % a 8.03 %). Mikkelsen et 

al. (2004) reportaron una caída del pH en las primeras seis horas desde 6.5 hasta 

valores por debajo de 5.8 para una fermentación in vitro de fructo-oligosacáridos y 

transgalacto-oligosacáridos utilizando poblaciones bacterianas del tracto 

gastrointestinal de lechones, resultados que son similares a los reportados en este 

trabajo. Los autores igualmente sugieren que estas reducciones en el pH, junto a la 

producción de ácidos orgánicos como los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 

son indicadores de actividad fermentativa por parte de la microbiota a nivel del 

colon. Sin embargo, las diferencias que puedan presentarse en los valores de pH 

pueden ser dadas por la naturaleza de los polisacáridos constituyentes de la materia 

prima sometida a fermentación, donde a mayor contenido de α-galactósidos, mayor 

es la reducción de pH durante el proceso fermentativo (Campos-Vega et al., 2009).  

Para el control negativo, los resultados son similares a los reportados por 

Campos-Vega et al., (2012a) para el período de 0 a 12 horas para inóculo fecal 

humano y utilizando la misma metodología de fermentación colónica in vitro, pero el 

resultado cuantificado en este trabajo para 24 horas es mayor al reportado por los 

autores indicados (5.82), aunque las mayores diferencias de pH se presentaron 

entre 6 y 12 horas, coincidiendo con el comportamiento reportado por estos autores 

para un inóculo fecal humano. Asimismo, los autores reportaron que no existen 

diferencias estadísticamente significativas respecto a la influencia de la fracción no 

digerible de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocido en el pH de fermentación al 

comparar inóculo fecal humano con mezclas de microorganismos comerciales, 

razón que valida y justifica la posibilidad del uso de inóculo humano para este 

experimento.  Sayar et al. (2007) atribuyen los incrementos de pH luego de 6 horas 

a la producción de metabolitos básicos como amoníaco.  

Para el período de 12 h a 24 h de fermentación, se observa un incremento 

en el pH (excepto para el control (+) de rafinosa), comportamiento que no coincide 
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con lo reportado por Campos-Vega et al., (2009), donde en el período de 12 a 24 

horas hubo una nueva caída en el pH para diferentes cultivares de frijol común 

(Phaseolus vulgaris L.), si bien algunos de estos no presentaron diferencia 

significativa (p > 0.05) entre los dos tiempos de fermentación tomados en 

consideración en este apartado. Sin embargo, los resultados coinciden con lo 

reportado por Campos-Vega et al., (2012a), donde se experimentó una elevación 

no significativa (p < 0.05) del pH de 5.79 a 5.82. Walker et al. (2005) sugieren que 

la reducción en el pH del sustrato de fermentación en el colon por parte de la 

microbiota induce a la producción de ácido butírico, reducen las de ácido acético y 

estimula poblaciones de bacterias productoras de este ácido graso. Zamora-Gasca 

et al. (2015), para el mismo procedimiento de fermentación colónica in vitro llevado 

a cabo en este trabajo en ingredientes aislados de agave (Agave tequilana Weber 

var. azul), reportaron también ligeros incrementos en los valores de pH vinculados 

a los cambios en la producción de ácidos grasos de cadena corta.  

Es importante destacar que la reducción del pH, además de su relación con 

la generación de ácidos grasos, se han asociado con la mayor prevalencia de 

diferentes familias microbianas, especialmente de las bacterias ácido lácticas (BAL) 

(Pallin et al., 2016), algunas de las cuales han sido relacionadas con efectos 

benéficos en la salud como Lactobacillus reuteri, reportado prebiótico que reduce 

los días de padecimiento de diarrea en niños y mejora los síntomas de esta 

condición (Weizman et al., 2005).  

VI.6. Producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en la fermentación 

colónica in vitro del extracto fermentado de la FND del totopo horneado 70:30 

(EFFND).  

En términos de su importancia fisiológica, los ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC), en particular el acético, propiónico y butírico, son los mayores productos 

finales de los procesos de fermentación microbiana en el intestino grueso 

(comprenden más del 90 % de los ACGCC) (Ríos-Covián et al., 2016); a partir de 

polisacáridos, oligosacáridos, proteínas, péptidos y precursores de glicoproteínas. 

Los polisacáridos son los principales progenitores de los AGCC y muchos tipos de 
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enzimas hidrolíticas bacterianas son sintetizadas por la microbiota colónica para 

digerir estas sustancias y facilitar la ingesta de sus componentes azucarados. En 

términos cuantitativos, el almidón resistente y los polisacáridos propios de la pared 

celular vegetal (celulosas y polisacáridos no celulósicos como arabinogalactanos, 

xilanos, pectinas, gomas y mucílagos) son los principales sustratos de fermentación 

en el intestino grueso (Macfarlane et al., 2008). 

El Cuadro 15 muestra la producción de AGCC (acético, propiónico y butírico) 

cuantificados por cromatografía de gases acoplada a detector de masas (GC-MSI) 

en los diferentes tiempos de fermentación colónica, así como la producción total y 

las relaciones molares de estos ácidos. 

Cuadro 15. Contenido de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en los diferentes 

tiempos de fermentación colónica del totopo horneado 70:30 

EFFND Ác. Acético1 Ác. Propiónico1 Ác. Butírico1 AGCC Totales2 

Relaciones 

Molares de 

AGCC3 

6h 650.50 ± 26.04a* 257.37 ± 97.67a* 487.32 ± 24.32a 1395.19 ± 148.03a* 47:18:35 

12h 693.99 ± 45.49a** 232.28 ± 17.11a** 463.27 ± 15.65a** 1389.54 ± 78.25a** 50:17:33 

24h 829.52 ± 1.96b*** 628.28 ± 0.01b*** 515.42 ± 82.60a*** 1973.22 ± 84.57b***  42:32:26 

RAFINOSA      

6h 1042.62 ± 187.16a* 859.19 ± 20.45a* 506.64 ± 50.76a 2408.45 ± 258.37a* 44:31:25 

12h 1383.11 ± 111.75a** 1355.46 ± 0.06b** 625.02 ± 43.70a** 3363.59 ± 155.51a** 41:41:18 

24h 4474.67 ± 369.26b*** 4258.09 ± 881.95c*** 811.57 ± 150.75b*** 9544.33 ± 1410.93b*** 47:45:8 

EFFND: Extracto fermentado de fracción no digerible. Los resultados representan la media de dos 
experimentos ± desviación estándar. Diferentes letras por el mismo tipo de columna (ácido graso: 
acético, propiónico o butírico) expresa diferencias significativas (α=0.05) en la Prueba t de Student 
para para el mismo tipo de muestra (EFFND y Control). *Expresa diferencias significativas (α=0.05) 
en la Prueba de Dunnett, para cada tipo de ácido acético y tiempo de fermentación. AGCC: Ácidos 
grasos de cadena corta.  1 Contenido de ácidos grasos de cadena corta en mmol compuesto/mL de 
muestra por cada 500 μg de muestra y 100 mg de rafinosa, respectivamente. 2 Este valor se ha 
expresado como la suma cuantitativa de los contenidos de ácido acético, ácido butírico y ácido 
propiónico, en mmol/L. 3 Las relaciones se han expresado como ácido acético:propiónico:butírico.  

No se presentaron diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05) en la 

producción de AGCC entre el tiempo de 6 h y 12 h, aunque sí hubo diferencias 

significativas (α=0.05) entre estos tiempos y el control de rafinosa para los tres 

AGCC cuantificados en este trabajo. En los tres tiempos de fermentación el control 

de rafinosa tuvo mayor producción de ácido acético, seguida de propiónico y 
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butírico, comportamiento que coincidió con lo reportado por Ferguson & Jones 

(2000) y Campos-Vega et al. (2009), para el mismo control de rafinosa. Smiricky-

Tjardes et al. (2003), luego de 12 horas de fermentación in vitro con microbiota de 

origen porcino de sólidos de soya que contenían polisacáridos no solubles y 

oligosacáridos reportaron producciones de ácido acético, propiónico y butírico 

menores a los cuantificados en este trabajo (2.4 mmol/g muestra/hora, 1.9 mmol/g 

de muestra/hora y 0.7 mmol/g de muestra/hora, respectivamente). Los resultados 

de este trabajo muestran que en cualquiera de los tiempos de fermentación 

evaluados, el ácido acético es el que se encuentra en mayor proporción, 

coincidiendo con numerosos estudios reportados por otros autores (Louis et al., 

2007; Ríos-Covián et al., 2016)  

Para el tiempo entre 12 y 24 horas, sólo hubo diferencias estadísticamente 

significativas (p > 0.05) en la producción de ácido propiónico. Ferguson & Jones 

(2000) reportaron, luego de una fermentación colónica in vitro para 10 mg de 

rafinosa, estaquiosa y verbascosa producciones de ácido acético, propiónico y 

butírico en porcentajes del 96 % al 114 % respecto a un control de 10 mg de 

rafinosa, lo que indicaría que las producciones deberían ser muy semejantes al 

control luego de 24 horas de fermentación, comportamiento que de acuerdo a lo 

cuantificado en este trabajo sería similar en la producción de ácido butírico. Sin 

embargo, hay que considerar que las cantidades de oligosacáridos presentes en la 

muestra sometida a fermentación fueron variables, sin ser iguales en cantidad al 

control sometido a fermentación. 

 Los resultados de AGCC producidos a partir del control son menores a los 

reportados por Campos-Vega et al. (2009) para la misma cantidad de rafinosa pero 

con modificaciones a la metodología de fermentación colónica in vitro utilizada, 

indicando una producción de 30 mmol/mL, 8 mmol/mL y 2 mmol/mL, 

respectivamente para ácido acético, propiónico y butírico, al finalizar el tiempo de 

fermentación de 24 horas. Estas diferencias pueden ser atribuidas a la mayor 

concentración de inóculo fecal utilizada por Campos-Vega et al. (2009) (2 g de 
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inóculo fecal humano en 18 mL de solución amortiguadora de fosfatos) la cual 

permitió mayor producción de estos ácidos grasos. 

Mikkelsen et al., (2004), reportaron tasas de producción variables de ácido 

propiónico, acético y butírico (producción en el ciego: 4 mmol/kg-hora, 6.5 mmol/kg-

hora y 1.7 mmol/kg-hora, respectivamente; producción en el colon medio: 12.7 

mmol/kg-hora, 10.6 mmol/kg-hora y 8.3 mmol/kg-hora), a partir de fructo-

oligosacáridos y transgalacto-oligosacáridos fermentados por parte de microbiota 

colónica extraída del tracto gastrointestinal de lechones. Estas producciones son 

menores, siendo importante considerar que los resultados reportados en por estos 

autores al cabo de 24 horas de fermentación parten de una materia prima diferente. 

Además, sugieren que la producción de ácido butírico es típica en procesos 

fermentativos de oligosacáridos en monogástricos, donde el incremento en su 

producción ha sido aceptado como positivo gracias a los efectos específicos que 

tiene en la salud como servir de energía de sustrato para los colonocitos, aunque 

se metaboliza principalmente en el hígado (Dersjant-Li et al., 2010).  

De modo general, se ha reportado que los AGCC tienen diferentes 

propiedades, entre ellas el incremento en la absorción de agua y sodio en el colon, 

ayudan en la proliferación y diferenciación de células de la mucosa, provocan 

acidificación del ambiente luminal (lo que reduce la actividad de la enzima 

bacteriana 7-α-dehidroxilasa, evitando así la conversión de ácidos biliares primarios 

en secundarios, más tóxicos), proveen energía a los colonocitos, ayudan en la 

inhibición de la síntesis de colesterol, mejora el flujo sanguíneo colónico, mejoran la 

función inmune y tienen efectos tróficos preventivos en la generación de 

poblaciones de células anormales (Gropper & Smith, 2013; Macfarlane et al., 2008). 

Las diferencias pueden ser debidas a la naturaleza de polisacáridos sometidos a 

fermentación colónica.  

En el Cuadro 15 igualmente se observa un incremento en la producción de 

AGCC conforme aumenta el tiempo de fermentación, coincidente a lo reportado por 

varios autores frente al incremento en la producción de ácido propiónico y butírico, 

pero con reducciones de ácido acético que vienen a ser compensadas por el 
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incremento en los otros dos AGCC (Walker et al., 2005). Campos-Vega et al., 

(2009), para la misma metodología de fermentación colónica in vitro en diferentes 

cultivares de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocidos reporta incrementos en la 

producción de los AGCC.  

En lo que respecta a las relaciones molares, se encontraron relaciones 

variables en los diferentes tiempos de fermentación, mostrándose una reducción en 

la relación molar de ácido propiónico, comportamiento que fue igual tanto en la 

muestra como los controles, conforme aumenta el tiempo de fermentación. Este 

comportamiento también fue reportado por Campos-Vega et al. (2009), para el 

mismo control y metodología de fermentación, si bien las relaciones molares del 

control son diferentes, indicando una relación de 75:20:5 para ácido 

acético:propiónico:butírico a las 24 horas de fermentación. Asimismo, los autores 

reportan relaciones molares variables para harinas de diferentes cultivares de frijol 

común (Phaseolus vulgaris L.) cocido (Negro 8025, 65:15:20; Bayo Madero, 

64:16:20; Pinto Durango, 68:13:18 y Azufrado Higuera, 58:21:21, si bien las 

diferencias son porque los resultados de este trabajo corresponden a una matriz 

alimenticia diferente. 

Varios estudios han sugerido que muchas de las propiedades de los 

productos naturales, en relación a su capacidad antioxidante, están relacionadas 

con su contenido de polifenoles por la capacidad que tienen estos de secuestrar 

radicales libres originarios de diferentes especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 

tales como el anión Superóxido (O2
●-), radical hidroxilo (HO●), el singlete de oxígeno 

(1O2), radical peroxilo (ROO●), óxido nítrico (NO●), ión hipoclorito (ClO●-), peróxido 

de hidrógeno (H2O2) y peroxinitrito (ONOO●-) (Kasanga et al., 2015). Por ello, se 

consideró relevante calcular la correlación existente entre el comportamiento de 

algunos de los compuestos fenólicos cuantificados a lo largo del tracto 

gastrointestinal y su capacidad antioxidante en las diferentes etapas del mismo 

proceso.  
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VI.7. Efecto del EFFND en el modelo de macrófagos murinos.   

Para el ensayo celular fue evaluada primero la posible citotoxicidad 

(viabilidad celular) del extracto de fermentación (EFFND) de 24 horas (EF24) sobre 

el modelo de macrófago murinos RAW 264.7 a diferentes concentraciones y de esta 

manera poder evaluar su potencial como antiinflamatorio en la reducción de la 

producción de óxido nítrico. Se utilizó este extracto porque fue aquél que presentó 

el mayor contenido detectable de compuestos fenólicos y ácidos grasos de cadena 

corta, así como los mayores valores de capacidad antioxidante. 

VI.7.1 Efecto del EFFND sobre la viabilidad celular 

 Se evaluó el efecto del EFFND24 de la botana horneada 70:30 por medio 

del ensayo MTT para determinar la posible citotoxicidad de dicho extracto en 

macrófagos murinos RAW 264.7. En la Figura 3 y se muestran el efecto del 

EFFND24 sobre la viabilidad celular.  

 

Tratamiento % Viabilidad  

LPS (-) 100a 

EF 10% 99.48 ± 5.49a 

EF 20% 87.63 ± 7.16a 

EF 30% 94.12 ± 4.95a 

EF 40% 77.42 ± 3.93b 

EF 50% 51.92 ± 2.09b 

 

 

Figura 3. Efecto del EFFND24 de la botana horneada sobre viabilidad celular en 

macrófagos RAW 264.7 sin lipolisacáridos (LPS).  

 EF: Extracto de la fracción no digerible de la botana horneada de harina de maíz nixtamalizado y 
frijol común cocido de 24 horas; LPS: Lipopolisacáridos. Cada valor representa la media de dos 
experimentos independientes ± desviación estándar. Letras diferentes por columna indican 
diferencia significativa respecto a LPS (-) por la Prueba de Dunnett (p<0.05).  
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Los resultados muestran que sólo se presentó citotoxicidad en los 

tratamientos con el extracto fermentado al 40% y 50%, por lo que se podría concluir 

que sólo los tratamientos que van del 10% al 30% son aquellos que podrían ser 

utilizados en este modelo celular sin producir citotoxicidad. Estos resultados de 

viabilidad dependen del extracto a utilizar, ya que como tiene una composición 

compleja, su efecto sobre citotoxicidad es variable. López-Barrera (2016), para una 

evaluación del extracto fermentado de la fracción no digerible de café usado, tras 

ser sometido a la misma metodología seguida en este trabajo de digestión 

gastrointestinal in vitro y fermentación colónica in vitro, utilizando un modelo de 

macrófagos RAW 264.7, determinaron que las concentraciones que no producían 

citotoxicidad eran aquellas que iban del 5% al 25% para macrófagos sin 

estimulación por lipopolisacáridos (LPS).   

Del mismo modo, se evaluó el efecto del EFFND24 de la botana horneada 

de harina de maíz nixtamalizado y frijol común cocido por medio del ensayo MTT 

para determinar la citotoxicidad de dicho extracto en macrófagos murinos RAW 

264.7 previamente estimulados con lipopolisacáridos (LPS) (Figura 4).   
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Tratamiento % 

Viabilidad  

LPS (-) 100a 

LPS (+) 88.07 ± 3.39a 

EF 10% 99.22 ± 1.72a 

EF 20% 85.17 ± 3.03a 

EF 30% 86.95 ± 0.89a 

EF 40% 85.97 ± 0.38a 

EF 50% 82.99 ± 6.56a 

 

 

Figura 4. Efecto del EFFND24 de la botana horneada 70:30 sobre viabilidad celular 
en macrófagos RAW 264.7 con LPS.  

EF: Extracto fermentado de la fracción no digerible de la botana horneada de harina de maíz 
nixtamalizado y frijol común cocido de 24 horas; LPS: Lipopolisacáridos. Cada valor representa la 
media de dos experimentos independientes ± desviación estándar. Letras diferentes por columna 
indican diferencia significativa respecto a LPS (-) por la Prueba de Dunnett (p<0.05). 

La estimulación por medio del uso de LPS en macrófagos murinos es uno de 

los modelos in vitro más utilizados para la simulación de inflamación. Su estímulo 

se da gracias a la participación de los Receptores Similares a Toll (TLR), que son 

una familia de proteínas de membrana que sirven como patrón de reconocimiento 

de una gran variedad de moléculas derivadas de microorganismos. Se han 

identificado una gran variedad de TLR como los que identifican Lipopolisacáridos 

de bacterias gram negativas (TLR4); los que reconocen péptidoglicanos, ácido 

lipoteicoico y lipoarabinomananos de bacterias gram positivas (TLR2), flagelina 

(TLR5) y motivos no metilados de islas CpG (TLR9) (Fujiwara & Kobayashi, 2005).  

Hasta nuestro conocimiento, este es el primer reporte del efecto del extracto 

fermentado de la fracción no digerible de una botana horneada de harina de maíz 

nixtamalizado y frijol común cocido (EF) sobre viabilidad celular en macrófagos 

RAW 264.7 estimulados con LPS. Los resultados mostrados en la Figura 4 sugieren 
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que todos los tratamientos ensayados no provocan citotoxicidad celular al no 

presentar diferencias significativas (p < 0.05) respecto al control de viabilidad 

(células sin estimulación con lipopolisacáridos). Los valores obtenidos son similares 

a los reportados por López-Barrera et al., (2016), donde para una evaluación del 

extracto fermentado de la fracción no digerible de café usado, tras ser sometido a 

la misma metodología seguida en este trabajo de digestión gastrointestinal in vitro 

y fermentación colónica in vitro, utilizando un modelo de macrófagos RAW 264.7 

estimulados con LPS. Estos autores determinaron que las concentraciones que no 

producían citotoxicidad correspondían a aquellas que iban del 5 % al 25 %, 

reportando valores de viabilidad entre el 87 % y 91.9 %. Mientras que Torres-

Rodríguez et al., (2016), para macrófagos estimulados con LPS y sometidos a 

diferentes concentraciones de extracto acuoso de hojas secas de C. urticifolia (10, 

25, 50, 75 y 100 μg/mL) reportaron viabilidades por medio del ensayo MTT del 99.6 

al 144.6%. Estos valores de viabilidad pudieron ser debidos a las características de 

la materia prima ensayada en los macrófagos y la composición química de la misma.  

El incremento en la viabilidad de macrófagos estimulados por LPS ha sido ha 

sido reportado por Zhuang & Wohan (1997), los cuales argumentaron que la 

exposición de macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS o interferón gamma 

recombinante (IFN-γ) y expuestos a bajas concentraciones de óxido nítrico (ON) por 

largos períodos de tiempo genera respuestas metabólicas celulares de protección 

como agentes detoxificantes celulares como glutatión, proteínas de choque térmico. 

Asimismo, varios autores han reportado que los ensayos que buscan medir 

viabilidad celular por medio de MTT, a pesar de su aplicación extensiva y 

practicidad, pueden tener variaciones importantes dependiendo de la actividad 

metabólica o los tratamientos químicos a los que son sometidos las células (Wang 

et al., 2010).  

Wang et al. (2010) en células de adenocarcinoma de próstata humano 

LNCaP y células MCF-7, reportaron que la medición de viabilidad celular con MTT 

puede presentar diferencias importantes debido al principio de funcionamiento de la 

reacción; considerando que MTT es una sal tetrazolio que es reducida a cristales 
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púrpuras de formazán principalmente debido a la acción de la succinato 

deshidrogenasa mitocondrial, y que en teoría la intensidad del color se correlaciona 

con el número de células viables. Se ha informado que algunos fitoquímicos pueden 

cambiar la actividad de succinato deshidrogenasa o interactuar de forma directa con 

MTT, generando los cambios y dificultades en la reproducibilidad del ensayo. 

Asimismo, estos cambios en la actividad enzimática pueden provocar una mayor 

formación de cristales de formazán que en la cuantificación superan en coloración 

al control negativo, ocasionando viabilidades superiores al 100%.  

VI.7.2 Efecto del EFFND de la botana horneada 70:30 sobre la producción de óxido 

nítrico (ON):  

Se ha reportado que el óxido nítrico (ON) es una molécula importante de 

respuesta defensiva de un organismo frente al ataque de varios patógenos como 

bacterias, virus, hongos y parásitos. Bajo condiciones fisiológicas normales, la 

producción de ON a niveles basales ayuda a la vasodilatación y tiene efectos 

antiinflamatorios (ya que inhibe la adhesión de leucocitos al endotelio vascular 

(modulando las moléculas de adhesión endotelial) y secuestra los aniones 

superóxido al reaccionar con ellos por su baja vida media al tener un par de 

electrones desapareado). Sin embargo, su producción irregular provoca cambios en 

la adhesión de dichos leucocitos, en la producción de moléculas de adhesión 

asociadas y estimula el proceso inflamatorio (Fujiwara & Kobayashi, 2005).  Estos 

efectos son debidos a que el ON producido por los macrófagos actúa como un 

radical libre y por tanto es citotóxico para ciertos microorganismos y células 

tumorales ya que tiene la capacidad de oxidar grupos sulfhidrilos de las proteína, 

así como reaccionar con el anión superóxido para formar dióxido de nitrógeno (NO2) 

y radical hidroxilo (OH-), sustancias fuertemente oxidantes (Pérez-Ruíz et al., 1997). 

Por tanto, la medida de la producción de óxido nítrico y su inhibición constituye una 

medida del potencial antiinflamatorio de compuestos y matrices alimentarias.  

La Figura 5 muestra la producción de óxido nítrico (en % de LPS) para 

diferentes concentraciones del extracto fermentado de la fracción no digerible de 24 
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horas de la botana horneada en un modelo de inflamación in vitro de macrófagos 

RAW 264.7 previamente estimulados con LPS. 

 

 

Tratamiento Producción de ON 

 (% LPS) 

LPS (+) 100 

LPS (-) 11.73 ± 0.11 

EF 10% 41.05 ± 0.97 

EF 20% 32.30 ± 1.39 

EF 30% 28.21 ± 0.23 

EF 40% 12.97 ± 0.23 

EF 50% 15.40 ± 0.40 
 

 

 

Figura 5. Efecto del EFFND24 de la botana horneada 70:30 sobre la producción de 

óxido nítrico (ON) en macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS.  

EF: Extracto fermentado de la fracción no digerible de la botana horneada 70:30 de 24 horas; LPS: 
Lipopolisacáridos. Los resultados corresponden a la media de dos experimentos independientes ± 
desviación estándar.* Indica diferencia significativa con respecto al tratamiento LPS (+) por la Prueba 
de Dunnett (p<0.05).  

Hasta lo revisado en la literatura este es el primer reporte del efecto del 

extracto fermentado de la fracción no digerible de una botana horneada de harina 

de maíces nixtamalizado y frijol común cocido sobre la producción de ON en un 

modelo de inflamación in vitro empleado macrófagos RAW 264.7 previamente 

estimulados con LPS. Los resultados reportados en la Figura 5 muestran una 

reducción dosis-dependiente de la concentración del extracto fermentado, 

mostrándose una reducción máxima en la producción de ON para el EFFND 40 %. 

Sin embargo, se observa un incremento en la producción de óxido nítrico para 

EFFND 50 %. Este comportamiento corresponde a una respuesta no monotónica, 

que fue extensivamente revisada por Vandenberg et al. (2012);  quienes proponen 

que varias líneas celulares tienen respuestas diferentes al mismo tipo de sustancia 

debido a que expresan diferentes receptores que tienen respuestas diferentes a 
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sustancias como las hormonas que podrían estar naturalmente presente en las 

materias primas de las matrices alimentarias.   

López-Barrera et al. (2016), para macrófagos RAW 264.7 estimulados con 

LPS y sometidos al efecto del extracto fermentado de la fracción no digerible de café 

usado, reportaron menor efecto en la producción de ON en términos de porcentaje 

de LPS, donde la mayor reducción fue cuantificada en el extracto al 50 % de 

concentración (casi el 50 %). Estas diferencias pueden ser dadas por la naturaleza 

del extracto fermentado utilizado que por proceder de una matriz diferente y por 

tanto diferente  composición química. 

Para los resultados presentados, se sugiere el cálculo de la concentración 

inhibitoria 50 (IC50), ya que esta permitiría determinar la concentración de extracto 

necesaria para inhibir hasta el 50 % de la producción de óxido nítrico y así cuantificar 

las concentraciones de compuestos fenólicos y AGCC que pudiera producir un 

efecto fisiológico de reducción de óxido nítrico, pudiendo corroborar in vitro el 

potencial antiinflamatorio de la fracción no digerible de la botana horneada de harina 

de maíz nixtamalizado y frijol común cocido. Respecto al potencial antiinflamatorio 

de los AGCC, se ha reportado que su incremento en el colon como parte de los 

metabolitos de fermentación de la microbiota colónica podría tener influencia en el 

proceso de inflamación.  

Liu et al. (2012), en el mimo modelo macrófagos RAW 264.7 estimulados con 

LPS, reportaron reducciones dosis dependiente de óxido nítrico al someter los 

macrófagos a diferentes concentraciones (0 μmol/L hasta 1200 μmol/L) de acetato 

de sodio, propionato de sodio y butirato de sodio de 39.83 %, 70.74 % y 57.12 %, 

respectivamente. Para el mismo estudio, los autores también reportaron 

reducciones en la producción de factores pro-inflamatorios como TNF-α, IL-1β e IL-

6 e inhibición de la viabilidad de la sintetasa inducible por óxido nítrico (iNOS), 

además que mejoraron la producción de la citocina antiinflamatoria IL-10.  

Respecto a los compuestos fenólicos, se ha sugerido que algunos de estos 

tienen la capacidad de producir efectos antiinflamatorios gracias a su capacidad 
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antioxidante y modulación en diferentes vías de inflamación (Messaoudene et al., 

2011). García-Lafuente et al., (2014), evaluaron en un modelo in vitro de macrófagos 

murinos 264.7 estimulados por lipopolisacáridos (LPS) el efecto anti oxidante y anti 

inflamatorio de extractos metanólicos ricos en compuestos fenólicos provenientes 

de frijol white kidney (WKB) y round purple (RPB), encontrando que RPB (con altas 

cantidades de proantocianidinas, glucósidos de catequina y ácido sinápico) 

obteniendo mayor capacidad antioxidante y mejor efecto anti inflamatorio que WKB 

(conformado principalmente por ácidos fenólicos) al reducir la producción de óxido 

nítrico (NO) y de interleucinas IL-1β y IL-6, disminuían la expresión del dímero 

proteico NF-κB p65 pero no ejercían efecto significativo en la producción de factor 

de necrosis tumoral alfa (TNF-α). 

Jung et al. (2014), evaluaron los efectos antiinflamatorios y antioxidantes de 

extractos metanólicos Brassica oleracea var. gongylodes sobre macrófagos RAW 

264.7 estimulados con lipopolisacáridos, reportando que gran parte de los efectos 

inhibitorios de la producción de iNOS y proteína COX-2, dos marcadores de 

inflamación, eran debidos a la riqueza en compuestos fenólicos de los extractos, 

especialmente de quercetina y ácido ursólico.  

López-Barrera et al. (2016), para un modelo de digestión gastrointestinal in 

vitro de café usado reportaron, para un IC50 de una mezcla de AGCC equivalente a 

7.35 mmol/L de ácido acético, 2.64 mmol/L de ácido propiónico y 1.97 mmol/L de 

ácido butírico se cuantificó una inhibición del 72.6 % en la producción de óxido 

nítrico de macrófagos RAW 264.7 previamente estimulados con LPS, sugiriendo 

que esta mezcla de AGCC eran los principales responsables de la reducción de este 

biomarcador de inflamación. 

Los resultados sugieren  que los compuestos fenólicos y los ácidos grasos 

de cadena corta presentes en el extracto fermentado de la fracción no digerible 

pudieran tener potencial en la reducción de algunos marcadores de inflamación. Por 

lo tanto, se sugieren más estudios que ahonden en la reducción de más marcadores 

de inflamación con el fin de tener más certeza en el potencial antiinflamatorio de la 

botana horneada de harina de maíz nixtamalizado y frijol común cocido.  
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VII. CONCLUSIONES 

La botana horneada de harina de maíz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol 

común (Phaseolus vulgaris L.) cocido, en la proporción 70:30 (maíz:frijol) es una 

alternativa nutritiva y funcional de un refrigerio hipocalórico  por su alto contenido de 

proteína y minerales. No obstante, el contenido lipídico que presentó es proveniente 

de la variedad de maíz empleada y no es de alarmar pues presenta un perfil de 

ácidos grasos predominantemente insaturados, lo que contribuye con las 

apropiadas características químicas de este producto.  

Asimismo, la botana presentó una buena composición nutracéutica al tener 

altos contenidos de fibra insoluble y fibra total y de compuestos bioactivos tales 

como: oligosacáridos (estaquiosa y verbascosa) y compuestos fenólicos 

(especialmente ácido ferúlico y ácido gálico), siendo éstos últimos contribuyentes 

de los valores de capacidad antioxidante (medidos por ABTS y DPPH).   

Hasta el momento este es el primer reporte de la evaluación del 

comportamiento de compuestos bioactivos en una simulación de digestión 

gastrointestinal in vitro para una botana horneada, los cuales presentaron diversa 

bioaccesibilidad de oligosacáridos y compuestos fenólicos (especialmente ácidos 

fenólicos: gálico, clorogénico, ferúlico y cafeico; y flavonoides como (+)-catequina y 

quercetina), así como de capacidad antioxidante (medida por ABTS y DPPH), 

mayores a los reportados por algunos autores en otras matrices alimentarias y 

siendo el primer reporte de esta evaluación a lo largo del tracto gastrointestinal para 

una botana horneada. Esto indica capacidad de los mismos de aumentar su 

liberación conforme atraviesan el tracto intestinal debido a la acción de las enzimas 

o acomplejamientos para ser absorbidos en el intestino delgado o llegar intactos al 

colon.  

La baja absorción a nivel intestinal de algunos de estos compuestos fenólicos 

(principalmente ácidos fenólicos, en porcentajes del 3.84 % al 33.15 %) indica que 

éstos, junto con los oligosacáridos, pasan casi en su totalidad al colon, donde fueron 

fermentados por la microbiota colónica (expresados en las reducciones de pH) y 



110 
 

produjeron ácidos grasos de cadena corta. El EFFND (40%), que contiene estos 

compuestos bioactivos, redujo la producción de óxido nítrico alrededor del 87 % sin 

producir efecto citotóxico en las células, en el modelo de inflamación in vitro de 

macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS.  

Estos resultados indican que la botana, por ser fuente de compuestos 

bioactivos y el comportamiento de los mismos en el modelo de digestión utilizado, 

así como la generación de metabolitos que en conjunto tienen potencial 

antiinflamatorio en la reducción de los niveles de óxido nítrico, es alternativa de 

botana hipocalórica para ser introducida en la industria de alimentos y así potenciar 

el uso de los ingredientes de la dieta tradicional mexicana en un producto que no 

sólo genere saciedad sino que lleve consigo un beneficio a la salud.  
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ABREVIATURAS 

°C Grado centígrado 

ABTS Ácido 2,2’ – amino – bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) 

AGCC Ácidos grasos de cadena corta 

AP Apical 

AR Almidón Resistente 

BL Basolateral 

cm Centímetro 

cv Cultivar 

DAD Diode Array Detection (Detección con Arreglo de Diodos) 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DPPH 2,2,- difenil-1-picrilhidrazil 

EF Extracto de Fermentación 

EFFND24 
Extracto fermentado de la fracción no digerible de 24 horas de 

fermentación 

ENT Enfermedades no transmisibles 

Et al. Et alia (y otros). 

FC Frijol crudo 

FID Flame Ionization Detector (Detector de Ionización de Flama) 

FND Fracción no digerible 

g Gramo 

GC Gas chromatography (Cromatografía de Gases) 

h Hora 

HFC Harina de frijol cocido 

HMN Harina de maíz nixtamalizado 

HPLC 
High Performance Liquid Cromatography (Cromatografía Líquida de 

Alto Desempeño) 

IL Interleucina 

Kg Kilogramo 

L Litro 
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LDL Lipoproteína de baja densidad 

LPH Lactasa Floricin Hidrolasa 

LPS Lipopolisacáridos 

M Molar 

mARN Ácido ribonucleico (ARN) mensajero 

MC Maíz crudo 

mg Miligramo 

min Minuto 

mL Mililitro 

mm Milímetro 

mmol Milimol 

MS Masas 

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

ND No Detectado 

nm Nanómetro 

ON Óxido Nítrico 

Papp Coeficiente de Permeabilidad 

PBN Población Blanca del Noroeste 

pH Potencial de Hidrógeno 

PhIP 2-amino-1-metil-6-fenilmidazopina 

RPM Revoluciones por minuto 

T7030 
Totopo horneado con  70 % harina de maíz nixtamalizado y 30 % 

harina de frijol cocido 

TC Totopo comercial maíz-frijol frito 

TNF Factor de necrosis tumoral 

UIT Unidades de inhibición de tripsina 

λ Longitud de Onda 

μg Microgramo 

μL Microlitro 

μmol Micromol 
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