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Resumen 

En Ecuador, las leguminosas son una fuente crucial de proteínas para humanos y animales. La 

extracción de proteínas, utilizando métodos como el ajuste al punto isoeléctrico y solución 

hidroalcohólica, produce concentrados de alta calidad. Al implementar bacterias ácido lácticas 

Limosilactobacillus reuteri y Lactiplantibacillus plantarum, se obtuvieron resultados destacados, 

especialmente en el tratamiento de soja con Punto Isoeléctrico y L. plantarum (93,93 %). En las 

variables humedad y acidez titulable se formaron grupos simples, mientras que en cenizas se 

registró una media baja de 2,76% con el método de solución hidroalcohólica. El análisis de 

componentes principales mostró una fuerte correlación entre proteína y ceniza, y una baja 

asociación con acidez. Este tratamiento cumple con los estándares de calidad para aislados 

proteicos y ofrece un prometedor procesamiento biológico para alimentos nutricionales y 

funcionales de alta calidad. 

 

Palabras clave: Leguminosas, agua ajustada al punto isoeléctrico, solución hidroalcohólica, 

concentrado proteico y probiótico. 
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Abstract 

In Ecuador, legumes are a crucial source of protein for humans and animals. Protein extraction, 

using methods such as adjustment to the isoelectric point and hydroalcoholic solution, produces 

high quality concentrates. By implementing lactic acid bacteria Limosilactobacillus reuteri and 

Lactiplantibacillus plantarum, outstanding results were obtained, especially in the treatment of 

soybeans with Isoelectric Point and L. plantarum (93.93%). In the variables humidity and titratable 

acidity, simple groups were formed, while in ashes a low average of 2.76% was recorded with the 

hydroalcoholic solution method. Principal component analysis showed a strong correlation 

between protein and ash, and a low association with acidity. This treatment meets quality 

standards for protein isolates and offers promising biological processing for high-quality nutritional 

and functional foods. 

 

Keywords: Legumes, water adjusted to the isoelectric point, hydroalcoholic solution, protein and 

probiotic concentrate. 
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Introducción 

Las leguminosas son una importante fuente de proteínas en la alimentación humana y 

animal, con hasta 150 especies utilizadas. Son valoradas por su bajo contenido en grasa y su 

adaptación a diversos suelos y climas. Además, tienen la capacidad única de fijar nitrógeno al 

suelo. A pesar de sus beneficios nutricionales, su consumo ha disminuido en algunos países 

debido a la falta de innovación en el desarrollo de productos y a la competencia con 

importaciones más baratas. Sin embargo, el aumento en la conciencia sobre la salud ha 

impulsado un renovado interés en las dietas vegetales equilibradas, donde las leguminosas 

juegan un papel importante por su composición nutritiva (Olmedilla Alonso et al., 2010). 

Los probióticos se usan ampliamente como ingredientes alimentarios que promueven la 

salud debido a las diversas bioactividades que realizan, varios estudios han demostrado que no 

solo los probióticos vivos sino también los probióticos muertos por calor o los componentes 

celulares fraccionados, como los exopolisacáridos, de las bacterias pueden tener efectos 

beneficios sobre la salud, en particular, el sistema inmunológico del huésped (Kim et al., 2022). 

Estado del Arte 

 

 El estudio presente se basa en la implementación de bacterias ácido lácticas en 

concentrado de proteína a partir de leguminosas como alimento probiótico. Existen estudios 

sobre alimentos fermentados con bacterias.  

Esta técnica surge como desafió a nivel industrial para la vehiculización de probióticos en 

preparados de bebidas en polvo dado sus numerosas ventajas, como la necesidad de menor 

espacio durante el envasado, prolongación de su vida de anaquel y una actividad de agua (AW) 

que beneficie la supervivencia de los probióticos (Castillo-Escandón et al., 2019) 
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En un estudio de jugos deshidratados a partir de fresa, plátano y manzana, se han 

probado dos procedimientos para evaluar la viabilidad ante el calor: uno de ellos inclu iá la 

impregnación de los probióticos (L. plantarum 299v) en las frutas y posterior secado por 

convección con aire caliente, luego fueron molidas y conservadas por tres meses. El segundo 

procedimiento, implicó el secado de las frutas con la misma técnica que en el anterior, y el secado 

por aspersión de una suspensión del microorganismo, para finalmente adicionarlo al polvo de 

frutas (Fu et al., 2018). 

(Nualkaekul & Charalampopoulos, 2011) utilizó como matriz alimento el Arándano, 

Grosella negra / Polvos liofilizados de frutas y como probiótico L. Plantarum NCIMB 8826, 

obtenido un polvo de grosella negra siendo el factor principal en que mantuvo la viabilidad celular. 

(108 UFC/g), el tiempo de almacenamiento fue por 12 meses, reconstitución en agua a 

temperatura ambiente. 
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Hipótesis 

Hipótesis Nula 

Ho: Los dos tipos de leguminosas soja (Glycine max) y frijol canario (Phaseolus 

vulgaris) no influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico.     

Ho: Los métodos de extracción por agua ajustada al punto isoeléctrico y solución 

hidroalcohólica no influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico.   

Ho: Los dos tipos de bacterias ácido lácticas Limosilactobacillus reuteri y 

Lactiplantibacillus plantarum no influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico.  

Ho: La interacción entre los tipos de leguminosas y los métodos de extracción proteica 

no influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico.  

Ho: La interacción entre los tipos de leguminosas y la aplicación de bacterias ácido 

lácticas no influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico. 

Ho: La interacción entre los métodos de extracción proteica y la aplicación de 

bacterias ácido lácticas no influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico. 

Ho: La interacción entre los tipos de leguminosas, los métodos de extracción y la 

aplicación de bacterias ácido lácticas no influyen en los análisis bromatológicos del alimento 

probiótico. 

 

Hipótesis Alternativa 

Ho: Los dos tipos de leguminosas soja (Glycine max) y frijol canario (Phaseolus 

vulgaris) influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico.     

Ho: Los métodos de extracción por ajuste de agua de punto isoeléctrico y solución 

hidroalcohólica influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico.   

Ho: Los dos tipos de bacterias ácido lácticas Limosilactobacillus reuteri y 

Lactiplantibacillus plantarum influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico.  
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Ho: La interacción entre los tipos de leguminosas y los métodos de extracción proteica 

influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico.  

Ho: La interacción entre los tipos de leguminosas y la aplicación de bacterias ácido 

lácticas influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico. 

Ho: La interacción entre los métodos de extracción proteica y la aplicación de 

bacterias ácido lácticas influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico. 

Ho: La interacción entre los tipos de leguminosas, los métodos de extracción y la 

aplicación de bacterias ácido lácticas influyen en los análisis bromatológicos del alimento 

probiótico.  
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Objetivos 

Objetivo General 

Evaluar el proceso óptimo para la obtención de concentrados proteicos de distintas 

leguminosas, mediante la incorporación de bacterias ácido lácticas como alimento probiótico.  

Objetivos Específicos 

Establecer el proceso óptimo para la obtención de concentrados proteicos a partir de soja 

amarilla y fréjol canario a escala de laboratorio.  

Obtener concentrados proteicos de soja amarilla y fréjol canario mediante dos métodos 

de extracción: uso de agua ajustada al punto isoeléctrico de las proteínas y uso de soluciones 

hidroalcohólicas.  

Analizar la incorporación de distintas bacterias ácido-lácticas (Limosilactobacillus reuteri 

y Lactiplantibacillus plantarum) en los concentrados proteicos de soja amarilla y fréjol canario 

como alimento probiótico.  

Evaluar las propiedades bioquímicas y microbiológicas de los concentrados proteicos.  
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Fundamentación teórica 

Leguminosas como fuentes de proteínas 

Soja (Glycine max). Es una semilla importante rica en proteínas utilizada para la 

extracción de aceite en muchos países occidentales, su taxonomía se visualiza en la tabla 1. 

Debido a su alto contenido en proteínas se usa como alimento en animales, aunque también 

forma parte de la dieta humana. Los principales países productores de soja son Estados Unidos, 

Brasil, China y Argentina (Vásquez, 2020). La proteína vegetal y aceite proveniente de la soja 

constituyen el 56% del peso seco de la semilla y es ampliamente usada en la industria 

farmacéutica, producción de biodiésel y alimentos en general. La cosecha se realiza luego de 

120 días de la siembra y su alto rendimiento se relaciona con el clima, ya que se desarrolla 

óptimamente en las regiones cálidas y tropicales (Reyes, 2022). 

En Ecuador la soja es uno de los ingredientes principales del balanceado, la superficie de 

soja sembrada para el 2020 fue de 27.960,01 hectáreas, lo que representó el 5,7% de la 

superficie total que se requiere para cubrir la demanda nacional siendo las provincias de Los 

Riós, Guayas, Santa Elena, Boliv́ar, Loja y Morona Santiago los principales productores 

(Sánchez et al., 2020). 

Tabla 1 

Información taxonómica de la soja 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Fabales 

Familia Fabaceae 
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Género GlycineWilld.,1802 

Especie max (L.) Merr.,1917 

Nombre común Soja 

Nota. Tomado del Sistema de Información de Organismos Vivos Modificados. (SIOVM, n.d.) 

Composición química. Las proteínas en las semillas se encuentran almacenadas como 

fuente de aminoácidos, nitrógeno y carbono para el desarrollo de la planta. El grano de soja se 

compone químicamente en 37% de proteína, 30% de carbohidratos, 20% de lípidos, 8% de agua 

y 5% de cenizas (Marioli Nobile, 2016). 

Las albúminas y las globulinas son los principales grupos de proteínas de 

almacenamiento que conforman del 44 a 77% de la fracción proteica, siendo la glicinina y β-

conglicinina las dos subunidades de globulinas mayoritarias en la soja (Chito et. al, 2017) 

representando del 65 al 80%. Los aminoácidos esenciales que se encuentran en la soja son: 

valina, fenilamina, isoleucina, leucina, metionina, lisina, treonina y triptófano; los aminoácidos no 

esenciales son: cistina, arginina, ac. aspártico, ac. glutámico, serina, tirosina, glicina, prolina y 

alanina (Reyes, 2022). 

En cuanto a carbohidratos, el almidón constituye del 2 al 4%, también se encuentra 

presente la glucosa, fructosa, arabinosa, galactosa, maltosa y rafinosa en menor proporción 

(Chito et al., 2017). El 50% de los carbohidratos presentes son del tipo insoluble, en particular 

fibra insoluble (ligninas, celulosa), mientras que el otro 50% se compone de fibra soluble (pectina) 

y azúcar soluble, mayoritariamente sacarosa (8%). Sobre la porción lipídica, los ácidos grasos 

insaturados, linoleico y linolénico son esenciales para la nutrición humana y animal. A la vez que 

la fracción de cenizas incluye minerales relevantes para la calidad nutricional del grano como K, 

P, Ca, Mg, Fe y Zn, y trazas de Se, Co, Mo (Marioli Nobile, 2016). 
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Información nutricional. Desde el punto de vista nutricional, la soja presenta un 

contenido apreciable de grasas y proteínas de buena calidad. Además, contiene todos los 

aminoácidos esenciales para los adultos, lo que la hace la única proteína de origen vegetal con 

una calidad equiparable a la de las proteínas de origen animal como se aprecia en la tabla 2. 

Asimismo, la cantidad de aminoácidos ajustada por su capacidad de ser digeridos es 

notablemente alta en las proteínas provenientes de fuentes vegetales; en particular, alcanza un 

valor del 78% en los granos de soja y del 86% en las bebidas elaboradas a partir de soja (Martín 

Salinas & López Sobaler, 2017). 

Debido a que tiene menos carbohidratos que otras legumbres, los alimentos derivados 

de la soja presentan ventajas paras los diabéticos, además dado que la mayoría se encuentran 

en forma de oligosacáridos (estaquiosa) actúan como prebióticos, ya que no se digieren del todo 

y llegan al colón donde se fermentan y estimulan el crecimiento de la flora bacteriana del individuo 

(Rosón, 2017). 

Tabla 2 

Composición nutricional de las semillas de soja seca 

Energía y macronutrientes/ 100 g PC Vitaminas/100 g PC 

Agua (g) 8,5 Vitamina C (mg) 6,0 

Energía (kcal) 446 Vitamina B1 (mg) 0,87 

Proteínas (g) 36,5 Vitamina B2 (mg) 0,87 

Lípidos (g) 19,9 Niacina (mg) 1,62 

AGS (g) 2,9 A. pantoténico (mg) 0,79 
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AGM (g) 4,4 Vitamina B6 (mg) 0,38 

AGP (g) 11,3 Folatos (ug) 375 

Omega-3 (g) 1,3 Vitamina B12 (ug) 0 

Omega-6 (g) 9,9 Colina (ug) 116 

Colesterol (mg) 0 Vitamina A (ug) 1 

H. de carbono (g) 30,2 Vitamina D (ug) 0 

Azúcares totales (g) 7,3 Vitamina E (ug) 0,85 

Fibra (g) 9,3 Vitamina K (ug) 47,0 

Minerales/100 g PC 

Calcio (mg) 277 Sodio (mg) 2 

Hierro (mg) 15,7 Zinc (mg) 4,9 

Magnesio (mg) 280 Cobre (mg) 1,67 

Fósforo (mg) 704 Manganeso (mg) 2,5 

Potasio (mg) 1797 Selenio (mg) 17,8 

Nota. Tomado de Martín Salinas & López Sobaler, (2017).  
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Fréjol canario (Phaseolus vulgaris) 

Origen: El frejol, conocido científicamente como Phaseolus vulgaris L., destaca como la 

especie más relevante entre las leguminosas de grano destinadas al consumo humano, su 

taxonomía se visualiza en la tabla 3. Su cultivo se extiende a diversas regiones, siendo 

prácticamente ubicuo a nivel mundial. América Latina, en particular, destaca como la principal 

región de producción y consumo, contribuyendo con más del 45% del total de la producción 

mundial (Voysest, 2000). 

Tabla 3 

Información taxonómica 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Fabales 

Familia Fabaceae 

Género Phaseolus L., 1753 

Especie vulgaris L. 

Nombre común Frejol negro 

Nota. Tomado del Sistema de Información de Organismos Vivos Modificados. (SIOVM, n.d.) 

En Ecuador, la práctica del cultivo de frejoles abarca tanto las zonas costeras como las 

montañosas, aunque es en esta última región donde adquiere una significancia mayor, 

representando cerca del 90% del área cultivada en el país. Más del 50% de la superf icie 

sembrada con frejoles en la región montañosa se realiza en asociación con maíz, lo que destaca 

la importancia tanto de las variedades trepadoras como de las arbustivas en Ecuador. En cuanto 

a las preferencias de color, se observa una inclinación hacia tonalidades claras como amarillo, 
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blanco y crema en el país. Sin embargo, la creciente demanda de exportación a Colombia ha 

impulsado la importancia de los frejoles rojos y moteados, llegando incluso a ocupar un espacio 

en el mercado local, especialmente en forma de consumo de grano tierno (Voysest, 2000). 

Es importante tener en cuenta que la información sobre la deficiencia de metionina y 

cisteína indica que los frijoles no son una fuente completa de proteínas, ya que estos aminoácidos 

esenciales están presentes en cantidades limitadas (tabla 4). Sin embargo, el frijol cocido puede 

tener una calidad de proteína de hasta el 70%, comparada con una proteína de origen animal 

considerada como referencia al 100%. 

Tabla 4 

Contenido de aminoácidos 

Aminoácido Contenido (g/100g de proteína) 

Lisina 6.4 - 7.6 

Fenilalanina 5.3 - 8.2 

Metionina Deficiente 

Cisteína Deficiente 

Nota. Información tomada de Ulloa et al., (2011). 

Respecto a la contribución de carbohidratos, la cantidad de 52 a 76 g por cada 100 g de 

frijol crudo varía según la variedad, siendo el almidón la fracción más significativa. El almidón 

constituye la principal fuente de energía en estos alimentos. Aunque, durante el proceso de 

cocción, parte de este almidón se vuelve no disponible al transformarse en lo que se conoce 

como almidón resistente a la digestión. Es importante recordar que las cantidades pueden variar 

según la variedad específica de Phaseolus vulgaris y otros factores. La tabla 5 ofrece una 

representación general de los componentes nutricionales del frijol crudo (Ulloa et al., 2011). 
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Tabla 5 

Tabla nutricional de Phaseolus vulgaris L.: 

Nutriente Cantidad (por 100g de frijol crudo) 

Carbohidratos 52 - 76 g 

Almidón Principal fuente de energía 

Lípidos 1.5 - 6.2 g 

Ácidos grasos Predominantemente mono y poliinsaturados 

Fibra 14 - 19 g (hasta la mitad soluble) 

Componentes de la fibra Pectinas, pentosanos, hemicelulosa, celulosa, lignina 

Micronutrientes y Vitaminas Cantidad considerable de calcio, hierro, fósforo, 

magnesio, zinc, tiamina, niacina y ácido fólico 

Nota. Información tomada de Ulloa et al., (2011). 

Perfil de aminoácidos  

La disponibilidad biológica de aminoácidos en tres variedades de frijol común (Phaseolus 

vulgaris) se visualiza a continuación en la tabla 6. 

Tabla 6 

Perfil de aminoácidos presente en tres variedades de frijol 

Varieda

d de 

Frijol 

AA 

Limitantes 

(Orden 

Decreciente) 

Digestibilid

ades 

Aparente 

(DA) 

Digestibilid

ades 

Verdadera 

(DV) 

AAE de 

Menor 

Disponibili

dad 

AAE de Mayor 

Disponibilidad 

Relación DA 

y DV AAE/ 

AANE 
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Tabla 6 
 
Perfil de aminoácidos presente en tres variedades de frijol 
 

Negro Triptófano, 

Valina, 

Treonina 

33-59% 60-85% Valina Lisina, 

Fenilalanina 

0.89 / 0.98 

Rojo Triptófano, 

Valina, 

Treonina 

29-55% 64-81% Valina Lisina, 

Fenilalanina 

0.89 / 0.96 

Blanco Triptófano, 

Valina, 

Treonina 

18-57% 36-86% Valina Lisina, 

Fenilalanina 

0.77 / 0.90 

Nota. AA: Aminoácidos, AAE: Aminoácidos Esenciales, AANE: Aminoácidos No Esenciales, DA: 

Digestibilidad Aparente, DV: Digestibilidad Verdadera, AAE: Aminoácidos Esenciales. 

Información tomada de (Blanco & Bressani, 1991). 

Información Nutricional 

Fuente de Polifenoles: Los frijoles comunes son ricos en polifenoles, que son metabolitos 

vegetales con potentes propiedades antioxidantes (Ganesan & Xu, 2017). 

Beneficios para la Salud: 

Propiedades Antioxidantes: Los polifenoles presentes en los frijoles comunes actúan 

como antioxidantes, ayudando a reducir los efectos de enfermedades inducidas por el estrés 

oxidativo (Ganesan & Xu, 2017). 
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Prevención de Enfermedades Degenerativas: Existe evidencia que sugiere que los 

polifenoles dietéticos, especialmente los presentes en los frijoles comunes, pueden desempeñar 

un papel en la prevención de enfermedades degenerativas en humanos. 

Diversos Efectos Beneficiosos: Los frijoles comunes ricos en polifenoles han demostrado 

tener propiedades antioxidantes, antidiabéticas, antiobesidad, antiinflamatorias, antimutagénicas 

y anticancerígenas (Ganesan & Xu, 2017). 

Características botánicas 

 La planta del frijol domesticado es una planta anual y herbácea que tiene un hábito 

arbustivo cuando se cultiva de forma individual o trepador cuando se siembra en conjunto con 

maíz (Zea mays L.). Su ciclo biológico varía de 85 a 270 días, dependiendo del hábito de 

crecimiento, las condiciones climáticas de la región y la época de siembra. Aunque se cultiva en 

una amplia gama geográfica, desde Argentina hasta Canadá y desde el nivel del mar hasta los 

3200 metros de altura, esta planta termófila es susceptible a las heladas (Gepts & Debouck, 

1991). 

La forma silvestre de P. vulgaris presenta un hábito trepador indeterminado, con 

predominio de flores de color morado. Las vainas son pequeñas, delgadas y dehiscentes, con 

granos pequeños, y las semillas suelen ser de color gris, ya sea uniforme o jaspeado. Se 

encuentra en una distribución continua desde el norte de México hasta el noroeste de Argentina, 

abarcando un rango altitudinal de 500 a 2000 metros y con precipitaciones anuales que oscilan 

entre 500 y 1800 mm (Toro et al., 1990). 

Esta planta prospera en entornos de bosques con baja densidad de árboles, mostrando 

preferencia por lugares con arbustos espinosos y maleza. Estos lugares pueden incluir las riberas 
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de los ríos y hábitats con perturbaciones causadas por vulcanismos, incendios naturales o 

modificaciones realizadas por actividades humanas (Toro et al., 1990). 

Alimentos funcionales 

Los alimentos funcionales son productos alimenticios que mantienen la apariencia de la 

comida tradicional y forman parte de la dieta diaria. Estos productos proporcionan beneficios 

fisiológicos y/o pueden disminuir el riesgo de enfermedades no transmisibles. De acuerdo con 

los documentos de la Unión Europea, un producto alimenticio se considera funcional si se 

demuestra que afecta positivamente una o más funciones específicas del cuerpo. Estos 

alimentos contienen ingredientes añadidos que ofrecen beneficios para la salud más allá de lo 

que ofrecen los alimentos convencionales sin ser píldoras, suplementos, entre otros (Çakiroğlu 

& Uçar, 2018). 

La industria de productos funcionales es actualmente innovadora, con un crecimiento 

dinámico y el lanzamiento continuo de nuevos productos. Estos alimentos tienen diversas 

acciones positivas para la salud, como el potencial de fortalecer el sistema inmunológico, reducir 

el riesgo de problemas cardiovasculares, osteoporosis, obesidad y ciertos tipos de cáncer, 

además de mejorar la memoria y la condición física (Teratanavat & Hooker, 2006). 

El éxito de los alimentos funcionales depende tanto de su eficacia como de su capacidad 

para satisfacer las demandas de los consumidores. En este contexto, el auge del uso de los 

concentrados proteicos elaborados como subproducto de los procesos agroindustriales 

representa un avance significativo (Topolska et al., 2021). Las proteínas, esenciales para el 

desarrollo y la salud humanos, poseen un potencial significativo para combatir la desnutrición a 

nivel global. La industria alimentaria se beneficia de su alta productividad, bajo costo y variedad 

de fuentes, utilizándose tanto como elementos estructurales como ingredientes tecnofuncionales. 
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Además de su valor nutricional directo, las proteínas desempeñan un papel crucial como 

ingredientes en la elaboración de alimentos (Du et al., 2020). 

Concentrados proteicos 

La extracción del aceite de semillas de plantas oleaginosas da lugar a la generación de 

una gran cantidad de harina desengrasada. Esta harina presenta gran cantidad de fibra y 

proteínas, y es ampliamente usada como subproducto para la alimentación del ganado. No 

obstante, han ganado un interés para su uso en la alimentación humana luego de realizar 

procesos de extracción y mejoramiento (Vioque et al., 2001).  

Se ha demostrado que la ingesta de proteínas en la dieta estimula la síntesis de proteínas 

musculares (Tang et al., 2009), de modo que la respuesta sintética a la ingesta de proteínas 

puede variar entre los diferentes tipos o fuentes de proteínas dietéticas y se debe en gran medida 

a la disponibilidad posprandial de aminoácidos esenciales (Gorissen et al., 2018). 

El uso de aislados proteicos de origen vegetal en las formulaciones alimentarias se ha 

vuelto de interés debido a una mayor sostenibilidad y menores costos de producción. De manera 

que, el mercado actual ofrece una amplia selección de proteínas de origen vegetal (Gorissen et 

al., 2018). Además, los concentrados proteicos representan una fuente alternativa de proteína 

libre de alérgenos, lactosa, gluten y bajas en grasas saturadas. 

Métodos de extracción proteica 

Con la finalidad de incrementar el valor añadido de los subproductos de la industria 

aceitera, así como usarlas para la industria de alimentos humanos, las harinas se someten a 

procesos de extracción y mejoras de estas proteínas que culminan en la obtención de 

concentrados y aislados proteicos (Zafra et al., 2013). 
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Agua ajustada al punto isoeléctrico 

La técnica convencional más utilizada para producir aislados de proteínas en leguminosas 

es la extracción alcalina/precipitación isoeléctrica. Este método aprovecha la alta solubilidad de 

las proteínas en condiciones alcalinas, donde el NaOH y el KOH se utilizan comúnmente para 

mantener un pH básico y romper los enlaces disulfuro en las proteínas, mejorando así su 

recuperación y rendimiento. Sin embargo, el rendimiento de la proteína está influenciado por 

varios factores, como el tamaño de la partícula, el disolvente utilizado, el pH de solubilización y 

la proporción agua-harina (del Mar Contreras et al., 2019). 

Durante el proceso de extracción alcalina/precipitación isoeléctrica, la harina desgrasada 

se disuelve en agua y se ajusta el pH a un rango alcalino. Después de un tiempo para maximizar 

la solubilidad de las proteínas, la mezcla se separa por centrifugación y se ajusta el pH 

isoeléctrico. La proteína precipitada se recoge, lava, neutraliza y seca mediante liofilización. 

Aunque este método produce proteínas con alta digestibilidad y biodisponibilidad, puede 

presentar desafíos como la afectación de la digestibilidad y la aparición de reacciones químicas 

adversas. Estos problemas pueden abordarse equilibrando la fuerza de los álcalis y la eficiencia 

de extracción de proteínas (Shanthakumar et al., 2022). 

Este método posibilita la remoción de la mayoría de los compuestos antinutricionales, así 

como una porción de las sales y compuestos nitrogenados no proteicos, a través de sucesivas 

extracciones con agua y centrifugaciones, preservando así las propiedades funcionales del 

producto (Vioque et al., 2001). 

Uso de soluciones hidroalcohólicas 

El uso de soluciones hidroalcohólicas posibilita una extracción adecuada de compuestos 

como lípidos polares y sus productos de oxidación, fenoles, isoflavonas, esteroles, azúcares, 
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entre otros. Por lo general, las proteínas son poco solubles en mezclas de agua y alcohol, 

especialmente cuando el contenido de alcohol supera el 40% en volumen. La incorporación de 

estas mezclas reduce la solubilidad de las proteínas en comparación con el agua o el alcohol 

puro. El etanol suele ser el alcohol preferido en la preparación de concentrados mediante 

mezclas hidroalcohólicas. El método implica la extracción contracorriente de la harina con 

mezclas de etanol al 50-70% en volumen, seguido de un proceso de secado del producto. Es 

posible destilar el extracto para recuperar el alcohol, lo que podría reducir los costos al utilizarlo. 

La concentración de etanol utilizada es crucial, ya que una concentración baja puede aumentar 

la desnaturalización de las proteínas, dificultar la recuperación del alcohol por destilación y 

complicar el proceso de secado del concentrado (Vioque et al., 2001). 

Fracción húmeda 

Aparte de extracción alcalina/precipitación isoeléctrica, otra técnica usada para el 

aislamiento de proteínas de suspensiones húmedas es la ultrafiltración (UF) con diafiltración. La 

diferencia radica en que la proteína extraída pasa a través de una membrana, presentando la 

ventaja de que se pueden eliminar pequeños compuestos solubles como los oligosacáridos. 

Varias ventajas de la UF sobre el proceso de extracción por precipitación isoeléctrica incluyen 

eficiencias de extracción mejoradas al cambiar el tipo de membrana utilizada, los límites de peso 

molecular, la concentración y el volumen del filtrado y la adición de diafiltración a las técnicas de 

UF (Hadnađev et al., 2017). 

Fracción seca 

Una alternativa que prescinde de la adición de agua y productos químicos, al tiempo que 

conserva la funcionalidad de los componentes, es el fraccionamiento en seco, que implica 

principalmente pasos de molienda y clasificación con aire. Durante el proceso de molienda, se 

separa el almidón mediante clasificación por aire según su densidad, tamaño y forma. Las 
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fracciones enriquecidas conservan parte de la estructura y funcionalidad original. Además, estas 

fracciones de proteínas aún contienen componentes bioactivos apenas presentes en los aislados 

de proteínas obtenidos mediante fraccionamiento húmedo, como fitoquímicos, fibras dietéticas y 

almidones resistentes, lo que las hace más atractivas para su uso en diversos alimentos (Do 

Carmo et al., 2020). 

El principio subyacente del fraccionamiento en seco radica en la clasificación de la harina 

en diferentes tamaños de partículas y su composición química después de la molienda. Este 

método depende de la capacidad de la molienda para separar los cuerpos proteicos y otros 

componentes celulares en partículas de diferentes tamaños. Para lograrlo, se emplean diversas 

tecnologías de fresado, como el fresado con rodillo, con martillo, con piedra, con pasador y por 

chorro. La molienda con púas, entre estas tecnologías, se utiliza específicamente para reducir el 

tamaño de las partículas de harina (Shanthakumar et al., 2022). 

Extracción de sal y micelización 

Este método consiste en la extracción de proteínas del material de semilla utilizando una 

solución salina con un pH neutro. La técnica de extracción de sal presenta la ventaja de permitir 

la entrada y salida de sal de las proteínas, seguida de un proceso de desalación que reduce la 

fuerza iónica del entorno proteico. Para llevar a cabo este proceso, la harina de la leguminosa se 

agita en una solución salina durante un período que oscila entre 10 y 60 minutos, utilizando una 

proporción específica de 1:10 (p/v) de fuerza iónica (Stone et al., 2015). 

Una vez finalizada la agitación, se procede a eliminar la materia insoluble mediante 

sedimentación, vertido, tamizado y centrifugación. El sobrenadante resultante se desala y se 

seca. La concentración y la mezcla de sales se eligen cuidadosamente en función de las 

características de sal de la proteína que se va a aislar, así como de las características de sal de 



 
 

22 
 

cualquier proteína no deseada, dado que las proteínas precipitan con diferentes fuerzas iónicas 

(Stone et al., 2015). 

Entre los beneficios del método de extracción de sal se encuentra el hecho de que no se 

requiere un pH alcalino o ácido extremo ni una temperatura elevada. La extracción se lleva a 

cabo dentro del rango de pH natural, entre 5,5 y 6,5. Mientras que la extracción alcalina tiende a 

extraer un contenido ligeramente mayor de leguminosas, la extracción de sal es más propicia 

para extraer vicilina y convicilina debido a la menor solubilidad de la legumina en solución salina 

diluida en comparación con la vicilina (Klupšaitė & Juodeikienė, 2015). 

Determinación bromatológica 

En la evaluación de alimentos, uno de los objetivos principales del análisis proximal 

consiste en identificar, entre otros factores, el contenido de humedad, cenizas, grasa y fibra 

cruda. Estas mediciones son de gran relevancia porque proporcionan información sobre la 

composición nutricional de los alimentos y aseguran la calidad de los productos comercializados. 

Los métodos utilizados para determinar estos componentes en los alimentos se basan en 

técnicas gravimétricas. A pesar de que estas técnicas son ampliamente empleadas en el análisis 

estándar, requieren una manipulación exhaustiva de la muestra por parte del analista, el uso de 

cantidades significativas de muestra, tiempos de análisis prolongados y pretratamiento de la 

muestra antes del secado o la incineración, los cuales varían según la naturaleza de los 

componentes involucrados (Vano et al., 2009). 

Prueba de Proteína 

El análisis del contenido proteínico en los alimentos puede llevarse a cabo mediante 

varios métodos, y uno de ellos es el método Kjeldahl, el cual se basa en la determinación del 

nitrógeno. La medición del contenido de nitrógeno en muestras de origen orgánico desempeña 
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un papel crucial en diversas áreas de análisis, incluyendo sectores como la industria 

agroalimentaria, farmacológica y ambiental (García & Fernández, 2022). 

El contenido proteínico de los alimentos puede evaluarse mediante diversos métodos, 

siendo uno de los enfoques más comunes la cuantificación indirecta y aproximada. Esta 

aproximación se realiza a partir del contenido de nitrógeno en la muestra o deduciendo la 

cantidad de proteína a través de uno o dos aminoácidos específicos presentes en la proteína, 

cuya identificación y cuantificación son sencillas debido a su reactividad química específica 

(García & Fernández, 2022). 

A lo largo de más de un siglo, el método Kjeldahl ha sido empleado para determinar el 

nitrógeno en diversas muestras, desde alimentos y bebidas hasta piensos, forrajes, fertilizantes, 

aguas residuales y suelos. La designación de "proteína bruta" o "proteína total" obtenida por este 

método engloba, en realidad, una fracción significativa de nitrógeno proveniente de otros 

compuestos nitrogenados. A pesar de su utilidad, es importante señalar que este análisis no 

abarca el nitrógeno nítrico, cianhídrico, hidracina, grupos azo y nitrógeno presente en un núcleo 

cíclico (García & Fernández, 2022). 

Etapa de Digestión: En la primera fase del proceso, se lleva a cabo una digestión de la 

muestra mediante tratamiento con ácido sulfúrico concentrado y la presencia de un catalizador. 

Durante este procedimiento, se produce la conversión del nitrógeno orgánico en ion amonio. 

Etapa de Destilación: En la etapa de destilación, la muestra digerida se alcaliniza y el 

nitrógeno se libera en forma de amoniaco. El amoniaco destilado se captura sobre una cantidad 

desconocida de ácido bórico. 

Etapa de Valoración: En la última fase del procedimiento, conocida como etapa de 

valoración, la cuantificación del nitrógeno amoniacal se realiza mediante una volumetría ácido-
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base del ion borato formato. Este proceso utiliza ácido clorhídrico o sulfúrico, y como indicador 

se emplea una solución alcohólica que contiene una mezcla de rojo de metilo y azul de metileno. 

En este contexto, los equivalentes de ácido consumidos durante la valoración corresponden a 

los equivalentes de amoniaco destilados (García & Fernández, 2022). 

Acidez titulable 

La acidez en los alimentos está estrechamente relacionada con la presencia de grupos 

carboxilo e hidroxilo. Por lo general, se determina mediante la titulación con una base fuerte como 

el NaOH hasta que se produce un cambio de color con un indicador como la fenolftaleína o se 

registra electrónicamente con un potenciómetro. La acidez titulable se calcula en función de la 

cantidad de base requerida para alcanzar el punto final de la titulación. Entre los ácidos más 

comunes en los alimentos que contribuyen a la acidez se encuentran el cítrico, láctico, málico y 

tartárico (Fenneme, 2003). 

La evaluación de la acidez en las harinas desempeña un papel crucial ya que previene la 

proliferación de bacterias, microorganismos y hongos en los productos alimenticios. Además, 

permite detectar la presencia de ácidos minerales, ácidos orgánicos, sales de ácidos fuertes y 

bases débiles en las harinas. Este análisis se puede llevar a cabo de dos formas: mediante la 

determinación de la acidez soluble en alcohol neutro al 96%, la cual está asociada con la cantidad 

de ácidos grasos libres y refleja el grado de conservación de la harina en su composición, y a 

través de la medición de la acidez soluble en agua, que se relaciona con la presencia de fosfatos 

ácidos y el grado de extracción presente en la harina (Valdiviezo, 2019). 

Según las normas INEN la acidez medida de la harina de origen vegetal es expresada 

convencionalmente como ácido sulfúrico y es determinada mediante procedimientos 

normalizados (INEN, 1980). 
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Humedad 

Todos los alimentos presentan una cantidad variable de agua, ya sea en mayor o menor 

proporción. Esta agua se encuentra en dos formas principales: como agua libre y como agua 

ligada. La primera, el agua libre, es la forma predominante y puede liberarse fácilmente mediante 

procesos de evaporación o secado. Por otro lado, el agua ligada está vinculada en alguna forma 

química tanto a las proteínas como a las moléculas de sacáridos, y se encuentra adsorbida en la 

superficie de las partículas coloidales. 

Comprender este contenido acuoso resulta de suma importancia, y tener la capacidad de 

modificarlo tiene aplicaciones inmediatas. Conocer la composición centesimal de un producto 

alimenticio, supervisar las materias primas en la industria, facilitar su proceso de elaboración, 

prolongar su conservación para evitar el desarrollo de microorganismos y otras reacciones 

indeseables, mantener su textura y consistencia, así como prevenir fraudes y adulteraciones 

mediante el cumplimiento de los límites establecidos por la normativa vigente, son aspectos 

directamente influenciados por este conocimiento. No obstante, en ciertas circunstancias, 

determinar con precisión la cantidad exacta de agua en un alimento puede representar un desafío 

(García & Fernández, 2023). 

El principio del método gravimétrico indirecto por desecación para analizar la humedad 

en alimentos implica medir la pérdida de peso de la muestra debido a la evaporación del agua, y 

se puede llevar a cabo en estufa con circulación forzada de aire, a presión atmosférica o a vacío 

(García & Fernández, 2023). 

Fundamentos del método: Los métodos de secado son comunes para evaluar el 

contenido de humedad en alimentos, calculando el porcentaje de agua mediante la pérdida de 

peso debido al calentamiento bajo condiciones normalizadas. Aunque estos métodos 

proporcionan resultados comparativos, es importante tener en cuenta algunas consideraciones, 
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como la dificultad para eliminar toda la humedad, la posibilidad de descomposición del alimento 

a ciertas temperaturas, y la pérdida de otras sustancias volátiles aparte del agua (García & 

Fernández, 2023). 

Principios operacionales del método: El proceso de determinación de humedad implica la 

preparación de la muestra, pesado, secado, enfriado y pesado nuevamente. Sin embargo, se 

deben considerar precauciones, como deshidratar productos con alto contenido de azúcares y 

carnes grasas a temperaturas controladas. Algunos productos, como las especias ricas en 

sustancias volátiles distintas al agua, son inadecuados para los métodos de deshidratación en 

estufa. Además, se destaca la importancia de un movimiento de aire controlado para eliminar el 

agua y se señala la necesidad de precauciones específicas para evitar errores, como el manejo 

rápido de muestras higroscópicas y la deshidratación cuidadosa de alimentos ricos en proteínas 

y azúcares reductores (García & Fernández, 2023). 

Ceniza 

La fracción de cenizas en el análisis proximal constituye los componentes inorgánicos 

presentes en el alimento. Este proceso implica la colocación de la muestra en un crisol de 

porcelana, seguido de su incineración en una mufla a temperaturas que oscilan entre los 550° y 

600°C. Durante este proceso, la materia orgánica se oxida, dejando como residuo las cenizas, 

que contienen los componentes minerales del alimento (Reyes & Mendieta, 2000). 

La determinación de cenizas es crucial porque proporciona información sobre el 

contenido de materia orgánica en los alimentos. Además, las cenizas pueden ser utilizadas para 

la evaluación de minerales específicos y son útiles en la estimación del Extracto Libre de 

Nitrógeno (Reyes & Mendieta, 2000). 

Alimentos probióticos 
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Los probióticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades 

adecuadas, confieren beneficios para la salud del huésped. Se cree que contribuyen a mejorar 

el equilibrio microbiano en el organismo y reducen la colonización por bacterias patógenas. 

Pueden ser ingeridos por vía oral, adhiriéndose al epitelio gastrointestinal objetivo y manteniendo 

su estabilidad frente a la acidez y la bilis (Goodman et al., 2021). 

Actualmente, estos microorganismos beneficiosos se encuentran fácilmente disponibles 

en diversas presentaciones como cápsulas, polvos y bebidas lácteas fermentadas. Además, son 

promocionados en tiendas naturistas, supermercados y a través de los medios de comunicación 

con diversos propósitos (Goodman et al., 2021). 

Bacterias Ácido-lácticas (BAL) 

En 1907, el biólogo ucraniano y laureado con el Premio Nobel, Elie Metchnikoff, tras 

descubrir la bacteria Lactobacillus bulgaricus y dedicar la última década de su vida al estudio de 

las bacterias ácido-lácticas, llegó a la conclusión de que el consumo de productos que contienen 

estas bacterias puede prolongar la vida (Casado, 2017). 

Al revisar la historia, se evidencia que la aparente innovación de recomendar alimentos 

con microorganismos vivos por sus efectos beneficiosos no es más que la recuperación de un 

concepto que ya existía, al menos desde principios del siglo XX. Este concepto se había perdido 

hasta hace menos de dos décadas. Originalmente, el término “probiótico” se empleaba para 

referirse a sustancias esenciales para mantener una buena salud. No fue sino hasta 1989 cuando 

Fuller acuñó el término "probiótico" para designar exclusivamente a aquellas bacterias vivas que, 

al ser ingeridas, mejoran la flora intestinal (Casado, 2017). 

Evolución de los probióticos  
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Desde tiempos antiguos, se ha reconocido el impacto beneficioso de la fermentación del 

ácido láctico en la salud humana. Las referencias a la leche agria se remontan incluso a la época 

bíblica. Tanto los antiguos romanos como los griegos poseían conocimientos sobre diversas 

recetas de leche fermentada, mientras que, en el antiguo Egipto, se consumía una variedad 

específica conocida como “leben raib”, elaborada a partir de leche de búfala, vaca o cabra 

(Hosono, 1992). En los Balcanes, era común consumir un producto similar denominado “jahurt”. 

En la India, las bebidas lácteas fermentadas eran conocidas entre los años 800 y 300 a.C., 

mientras que, en Turquía, su consumo se registraba en el siglo VIII. En otras regiones, como 

Rusia Central en el siglo XII y Hungría en el siglo XIV, se consumían bebidas lácteas como el 

"ajran" y el "tarho", respectivamente (Markowiak & Śliżewska, 2017). 

Los microorganismos empleados como probióticos se originan de diversos géneros y 

especies, y han sido objeto de estudio en relación con una amplia gama de criterios de evaluación 

de la salud y enfermedades (Sanders et al., 2010). En la actualidad, los probióticos incluyen tanto 

levaduras, como la Saccharomyces cerevisiae, como bacterias, que abarcan las BAL como las 

especies de Lactobacillus, Streptococcus y Enterococcus, además de Bifidobacterium, 

Propionibacterium, Bacillus y Escherichia coli. 

Estos microorganismos pueden ser naturales, como aquellos presentes en los alimentos, 

o bien haber sido modificados genéticamente para lograr efectos específicos. La evaluación de 

su seguridad debe considerar la naturaleza del microorganismo utilizado, el método de 

administración, el nivel de exposición, el estado de salud de los consumidores y las funciones 

fisiológicas que se pretenden alcanzar (Sanders et al., 2010). 

Actividad de los probióticos en el hombre 

Entre las numerosas ventajas que tienen los probióticos en el ser humano destaca el 

efecto sobre el desarrollo del microbiota que habita en el organismo, asegurando un equilibrio 
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adecuado entre los patógenos y las bacterias que son necesarios para el funcionamiento normal 

del organismo (Markowiak & Śliżewska, 2017). 

Los efectos estimulantes del sistema inmunológico por parte de los probióticos podrían 

resultar particularmente ventajosos para individuos sanos con una función inmunitaria 

ligeramente comprometida, como aquellos sometidos a estrés, personas de edad avanzada, 

recién nacidos y mujeres embarazadas. Estos grupos enfrentan un mayor riesgo de 

enfermedades, tanto infecciosas como no infecciosas. La investigación ha evidenciado que la 

suplementación con probióticos en personas mayores de 69 años no solo aumenta la presencia 

de bacterias intestinales potencialmente beneficiosas, como las bifidobacterias, sino que también 

promueve una mayor activación de la respuesta inmunitaria no específica (Sanders et al., 2010). 

Los probióticos demuestran su eficacia a través de interacciones probiótico-patógeno 

mediante una variedad de mecanismos defensivos. Por ejemplo, generan compuestos 

antimicrobianos, como la secreción de ácido láctico para reducir el pH, o se adhieren 

directamente a bacterias Gramnegativas para inhibir su crecimiento, siendo las especies de 

Lactobacilos ejemplos valiosos en este aspecto. Otro mecanismo de acción es la exclusión 

competitiva de patógenos. Para inducir síndromes patogénicos, los patógenos necesitan 

adherirse al epitelio gastrointestinal, y la inhibición competitiva ocurre cuando los probióticos 

compiten por el espacio de colonización, la nutrición y otros factores de crecimiento en las 

superficies mucosas del huésped, disminuyendo así la patogenicidad de los patógenos (Ma et 

al., 2023). 

De este modo, los probióticos pueden inhibir de manera efectiva el desarrollo de bacterias 

patógenas como Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Salmonella Enteritidis, 

Escherichia coli, diversas especies de Shigella, Staphylococcus y Yersinia, ayudando así a 

prevenir la intoxicación alimentaria. Se ha demostrado que los probióticos tienen un impacto 
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positivo en los procesos digestivos, el tratamiento de alergias alimentarias, la candidiasis y la 

prevención de caries dental (Markowiak & Śliżewska, 2017). 

Ciertos microorganismos probióticos como Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, 

Bifidobacterium adolescenteis y Bifidobacterium pseudocatenulatum son productores naturales 

de vitaminas del grupo B (B1, B2, B3, B6, B8, B9, B12). Y, a su vez, mejoran la eficiencia del 

sistema inmunológico, la absorción de vitaminas y minerales, así como estimulan la producción 

de ácidos orgánicos y aminoácidos (Markowiak & Śliżewska, 2017). 

Los probióticos también están implicados en interacciones probiótico-huésped mediante 

capacidades inmunomoduladoras. Beneficios probióticos diversos se logran al equilibrar 

citocinas pro y antiinflamatorias, como la limitación del aumento de células T humanas por cepas 

de lactobacillus (Peluso et al., 2007). Se sabe que mejoran la integridad de la barrera epitelial 

después de daños inducidos por diversos estados patológicos, como la ruptura de la mucosa por 

Escherichia coli. Algunas cepas fortalecen la barrera mucosa al inducir la producción de gránulos 

de mucina a partir de células caliciformes, previniendo la penetración de patógenos. Asimismo, 

muestran efectos sinérgicos con la microflora autóctona en la prevención de enteropatógenos 

(Ma et al., 2023). 

Los fundamentos del efecto beneficioso de los probióticos en el ser humano se realizan 

a través de cuatro mecanismos principales (Markowiak & Śliżewska, 2017): 

1)  Antagonismo a través de la producción de sustancias antimicrobianas. 

2)  Competencia con patógenos por la adhesión al epitelio y los nutrientes. 

3)  Inmunomodulación del huésped. 

4)  Inhibición de la producción de toxinas bacterianas. 
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Criterios de evaluación de los probióticos  

La metodología utilizada para seleccionar las diferentes cepas de bacterias susceptibles 

de ser caracterizadas como probióticos debe evaluar ciertos criterios para asegurar las 

características funcionales una vez en el interior del organismo. Estos criterios deben basarse, 

en su capacidad de llegar vivas al intestino, por eso, los principales criterios a evaluar en los 

candidatos a probióticos son la resistencia al ácido del estómago y a las sales biliares del 

intestino. 

a)  Estabilidad en el paso por el estómago 

La resistencia de los microorganismos probióticos frente a los ácidos del estómago es 

esencial y varía entre especies. Dada la acidez del estómago con un pH de 1.5 y el tiempo de 

permanencia de 90 minutos las pruebas in vitro deben asegurar que los probióticos pueden 

mantener su viabilidad en esas condiciones, la composición de los alimentos junto con los 

probióticos puede tener un efecto protector contra la acidez gástrica (Rivas & González, 2006). 

b)  Resistencia a las sales biliares 

En el proceso de llegar al intestino para ejercer sus efectos beneficiosos, los 

microorganismos probióticos deben superar no solo el pH ácido del estómago, sino también el 

obstáculo de las sales biliares en el intestino delgado. Estas sales biliares representan un desafío 

significativo, ya que actúan como un bactericida natural (Rivas & González, 2006). 

 La concentración de estas sales en el intestino humano es variable y difícil de predecir. 

Entre las transformaciones microbianas de ácidos y sales biliares, destaca la hidrólisis, una 

reacción común en el tracto intestinal de los animales. Lactobacillus reuteri es uno de los 

microorganismos estudiados con detalle en este contexto, ya que tiene la capacidad de 

neutralizar la acción biocida de las sales biliares al desconjugarlas. Este mecanismo es utilizado 

por muchas bacterias resistentes a estas sales y contribuye a la reducción del colesterol 

plasmático. Para mejorar la resistencia de los probióticos durante su paso por el estómago y la 

primera parte del intestino, la literatura recomienda someterlos a condiciones de estrés subletal, 
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como el tratamiento con ácidos o calor, que induce la expresión de genes de respuesta adaptativa 

al estrés, haciéndolos más resistentes (Rivas & González, 2006). 

c)  Capacidad de adhesión al intestino 

La capacidad de adhesión a las células epiteliales intestinales es crucial para los 

probióticos, ya que solo las cepas que pueden adherirse logran una colonización efectiva y 

proporcionan beneficios al interactuar con el huésped. La adhesión es más importante que el 

tamaño de la bacteria al competir con la flora existente. La falta de adhesión a la mucosa intestinal 

resultaría en una dilución insignificante de los probióticos después de la ingestión. Además, la 

colonización protectora del intestino previene la adhesión de patógenos posteriores, 

contribuyendo al desarrollo de un microbiota favorable. En el intestino delgado, donde la 

comunidad microbiana es menos diversa que en el colon, las biopsias intestinales son el mejor 

método para evaluar la adhesión de microorganismos, siendo crucial para la estimulación del 

sistema inmunológico a través de la administración oral de probióticos. Por último, la viabilidad 

durante el procesamiento y el almacenamiento en refrigeración es esencial para que los 

probióticos mantengan su eficacia y beneficien la salud del consumidor, ya que la falta de 

resistencia a las condiciones industriales y la pérdida de viabilidad invalidaron sus efectos 

positivos (Rivas & González, 2006). 

 

Normativa INEN 

El microorganismo o bacteria debe cumplir con los siguientes requisitos: 

a)   Debe estar en estado de vida, no ser patógeno y tener su hábitat natural en el tracto digestivo 

humano. 

b)  Necesita ser capaz de resistir en el tracto intestinal, es decir, ser resistente a los jugos 

gástricos y ácidos biliares. 

c)   Debe poseer la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal. 
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d)  Debe tener la habilidad de colonizar el intestino. 

e)  Debe contar con la capacidad de mantenerse vivo a lo largo de la vida útil del producto al que 

se agrega. 

f)    El alimento debe contener un número igual o superior a 1 x 106 UFC/g de bacterias viables 

de origen probiótico en el producto final hasta el final de su vida útil (NTE INEN 1334-3, 2011). 

 

Tabla 7 

Cantidad de microorganismos específicos en leche fermentada sin tratamiento térmico posterior 

a la fermentación 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. 

Tomado de NTE INEN 2395, (2011). 

 

PRODUCTO 

Yugurt, Kumis, Kéfir, leche 

cultivada, leches 

fermentadas con 

ingredientes y leche 

fermentada mínimo 

Kéfir y Kumis 

Mínimo 

Suma de 

microorganismos que 

comprenden el cultivo 

definido para cada 

producto 

  

107 UFC/g 

  

Bacterias probióticas 108 UFC/g   

Levaduras   104 UFC/g 
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Tabla 8 

Requisitos microbiológicos en leche fermentada sin tratamiento térmico posterior a la 

fermentación 

Requisito N m M c Método de ensayo 

Coliformes totales, UFG/g 5 10 100 2 NTE INEN 1529-7 

Recuento de E.coli, UFG/g 5 <1 - 0 NTE INEN 15298 

Recuento de mohos y levaduras, 

UFC/g 

5 200 500 2 NTE INEN 1529-10 

Nota. En donde:  n= Número de muestras a examinar, m= índice máximo permisible para 

identificar nivel de buena calidad, M= Índice máximo permisible para identificar nivel aceptable 

de calidad, c= Número de muestras permisibles con resultados entre m y M. Fuente: Tomado 

de NTE INEN 2395, (2011). 

Lactobacilos 

Los lactobacilos se han usado bastante en los procesos de fermentación para la 

conservación de alimentos. Su principal actividad antibacteriana se debe a la liberación de ácido 

láctico, que reduce el pH del entorno, así como el pH interno de las células de los patógenos. Sin 

embargo, los lactobacilos son capaces de producir otros ácidos orgánicos como el ácido acético, 

propiónico y feniláctico que contribuyen a la caída del pH del medio y a la posible inhibición del 

crecimiento de microorganismos patógenos (Abuqwider et al., 2022). 

Limosilactobacillus reuteri  

L. reuteri es una de las cepas más estudiadas del género Lactobacillus. Su morfología y 

crecimiento se ven afectados por el genotipo del huésped y a los factores ambientales tales como 



 
 

35 
 

la temperatura, el pH, la concentración de oxígeno y los componentes de la dieta del huésped 

(Rao et al., 2021). 

También puede desempeñar una función regulatoria en varias enfermedades sistémicas 

mediante un mecanismo inmunorregulador altamente complejo. Inicialmente, coloniza y 

permanece en el tracto gastrointestinal aprovechando sus propiedades de adhesión y su 

capacidad de resistir las condiciones ácido-base. Posteriormente, interactúa con las células 

epiteliales intestinales (IEC) del huésped, regulando la flora intestinal, fortaleciendo la barrera de 

la mucosa intestinal, modulando las células inmunitarias, los factores inflamatorios, las 

quimiocinas y los anticuerpos. Además, produce un derivado indol del triptófano, segrega 

exopolisacáridos (EPS) y otros factores bioactivos, mejora las uniones estrechas, regula la 

expresión génica, aumenta la actividad antioxidante y modula aún más el sistema inmunológico 

del huésped. Por lo que, L. reuteri tiene el potencial de ser utilizada como una terapia y 

complemento en enfermedades atópicas o autoinmunes (Luo et al., 2023). 

Metabolismo de L. reuteri 

Las BAL son organismos que pueden funcionar tanto aeróbica como anaeróbicamente, 

obteniendo energía metabólica a partir de carbohidratos fermentables mediante fosforilación a 

nivel de sustrato. Muchas de estas bacterias no pueden sintetizar hemina y son auxotróficas para 

la menaquinona. No obstante, cuando ambos cofactores están presentes durante el crecimiento 

aeróbico, la NADH deshidrogenasa, junto con los citocromos respiratorios, bombea protones y 

apoya la producción de ATP mediante la actividad de la F0F1ATPasa (Ianniello et al., 2015). 

La presencia de oxígeno u otros aceptores de electrones cambia el metabolismo de los 

lactobacilos heterofermentativos, desviando la producción principal de etanol hacia la producción 

de acetato a partir del acetilfosfato. El piruvato es metabolizado por diferentes enzimas 

alternativas, como lactato deshidrogenasa, el piruvato formiato liasa, el piruvato oxidasa o la a-
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acetolactato sintasa. La producción de lactato es preferida en condiciones aeróbicas o 

anaeróbicas cuando hay un suministro abundante de sustratos. Aunque el oxígeno favorece la 

producción de acetato a partir de lactato durante la fase estacionaria de crecimiento, el lactato 

sigue siendo el metabolito principal (Ianniello et al., 2015). 

La producción de concentraciones aproximadamente equimolares de lactato y acetato 

durante el crecimiento aeróbico de L. reuteri confirman el papel dominante del lactato 

deshidrogenasa en el metabolismo del piruvato (Ianniello et al., 2015). 

Lactiplantibacillus plantarum 

Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum LP5) exhibe una notable habilidad para 

ajustarse a diversos entornos y se distingue por su capacidad para combatir bacterias patógenas, 

mostrando efectividad antibacteriana frente a distintas cepas. La utilización de L. plantarum LP5 

como posible probiótico podría representar una alternativa efectiva para mitigar la formación de 

biofilms de patógenos asociados a enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) en la industria 

alimentaria. La capacidad de L. plantarum para reducir los biofilms de Escherichia coli productor 

de toxina Shiga, Salmonella tiphymurium y Staphylococcus aureus se evaluó a través de tres 

ensayos: competencia, exclusión y desplazamiento en el estudio de Ruiz et al., (2022). 

(En las pruebas de competencia y exclusión, se observó una significativa disminución en 

la producción de biofilms de los patógenos mencionados debido al efecto antibacteriano de L. 

plantarum LP5 (p<0,01). En la prueba de desplazamiento, a pesar de la resistencia mostrada por 

el biofilm de S. aureus frente a L. plantarum LP5 (p<0,01), los biofilms de E. coli y Salmonella 

fueron reducidos al incorporar el cultivo de L. plantarum LP5 (p<0,01). La capacidad demostrada 

por L. plantarum LP5 para reducir los biofilms de bacterias patógenas relacionadas con ETA 

sugiere su potencial aplicación antibacteriana en la industria alimentaria (Ruiz et al., 2022). 
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Proceso de Obtención de Concentrados Proteicos con BAL 

Las BAL son ampliamente utilizadas en la producción de alimentos fermentados debido 

a su capacidad para mejorar características de sabor, aroma y textura. Además, estudios han 

destacado que, durante el proceso de fermentación, las BAL generan compuestos bioactivos 

beneficiosos para la salud. Un ejemplo notable es el ácido gamma-aminobutírico (GABA), 

reconocido por sus efectos antihipertensivos, antidepresivos, hipoglucémicos y relajantes. 

Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus son géneros de BAL identificados como principales 

productores de GABA, aunque no todas muestran igual capacidad debido a factores como la 

actividad del enzima ácido glutámico descarboxilasa, la presencia del cofactor piridoxal 5' fosfato, 

las condiciones óptimas de crecimiento y la concentración de ácido glutámico en el alimento. La 

leche, rica en ácido glutámico, ha sido objeto de investigaciones centradas en evaluar la 

producción de GABA en productos lácteos fermentados como yogur, queso y leches 

fermentadas. Aunque se ha estudiado ampliamente el efecto antihipertensivo del GABA en 

lácteos, aún se requieren más investigaciones para comprender completamente el potencial de 

las BAL en el desarrollo de alimentos funcionales con beneficios asociados al GABA (Santos et 

al., 2018). 

La síntesis de GABA por parte de las BAL tiene como principal objetivo protegerlas frente 

al estrés provocado por la disminución del pH.  Este proceso implica la liberación de GABA desde 

el interior de la célula a través de un transportador glutamato-GABA, lo que resulta en un aumento 

del pH citoplasmático debido a la eliminación de iones hidrógeno (ver Figura 1). Aunque las BAL 

son conocidas por su tolerancia a ambientes ácidos y alcalinos, con capacidad para crecer en un 

rango de pH entre 4 y 4.5, que les permite prosperar naturalmente en medios ácidos donde otras 

bacterias no podrían sobrevivir (Santos et al., 2018). 
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Figura 1 

Mecanismo de síntesis de GABA por las BAL 

 

Nota. Fuente tomada de Santos et al., (2018). 

Es relevante destacar que la presencia de la enzima GAD en las células de algunas 

especies bacterianas confiere un alto potencial para la producción de GABA (Li y otros, 2010). 

No obstante, la manifestación de la enzima GAD puede variar, dependiendo en gran medida del 

género, especie o cepa bacteriana. En consecuencia, la capacidad de una cepa específica para 

producir GABA es dependiente de la cepa y proporcional al contenido de ácido glutámico 

presente en la matriz alimentaria (Santos et al., 2018). 

Las BAL se clasifican dentro del phylum Firmicutes, el cual engloba aproximadamente 20 

géneros. Entre los principales miembros de las BAL se encuentran Lactococcus, Lactobacillus, 

Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, 

Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella, destacando que Lactobacillus es el 

género más extenso dentro de este grupo (Parra, 2010). 
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Tabla 9 

Clasificación de Información: Homofermentativas y Heterofermentativas en Bacterias Lácticas 

(BAL) 

Característica Homofermentativas Heterofermentativas 

Definición Utilizan la ruta Embden-

Meyerhoff-Parnas, convierten 1 

mol de glucosa en 2 moles de 

ácido láctico, produciendo más 

del 85% de ácido láctico. 

Producen equimolarmente ácido 

láctico, CO2 y etanol a partir de 

glucosa mediante las vías de la 

hexosa monofosfato o la de las 

pentosas. Generan solo la mitad 

de la energía del grupo 

homofermentativo. 

Ejemplos de 

Géneros 

Lactococcus, Pediococcus, 

Enterococcus, Streptococcus 

Lactococcus, Lactobacillus, 

Enterococcus, Streptococcus, 

Leuconostoc, Pediococcus 

Enzimas Clave Aldolasa y Hexosa Isomerasa 

(sin Fosfocetolasa) 

Fosfocetolasa (sin Aldolasa y 

Hexosa Isomerasa) 

Metabolismo Utilizan la ruta Embden-

Meyerhoff. 

Utilizan las vías de la hexosa 

monofosfato o la de la pentosa. 

Especies 

Heterolácticas y 

Homolácticas 

Lactobacillus plantarum, 

ramnosus, coryneformis 

(Heterolácticas); Lactobacillus 

acidophilus, helveticus 

(Homolácticas). 

No especificado. 
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Tabla 9 

Clasificación de Información: Homofermentativas y Heterofermentativas en Bacterias 

Lácticas (BAL) 

Temperatura de 

Crecimiento 

Mesófilas: 20-25°C (Ejemplos: 

Lactococcus lactis, 

Leuconostoc mesenteroides). 

Termófilas: 40-45°C (Ejemplos: 

Lactobacillus delbruekii, 

Streptococcus thermophilus). 

No especificado. 

Aplicaciones Quesos semimadurados 

(mesófilas); Yogurt y quesos 

maduros (termófilas). 

No especificado. 

Nota. Tomado de (Parra, 2010) 

Tabla 10 

Producción de Metabolitos por Bacterias Lácticas (BAL) 

Metabolito Función en Alimentos Ejemplos de Producción 

Ácido 

Propiónico 

Forma "ojos" en quesos 

(Emmental, suizo, Gruyere) 

Producido por bacterias 

heterofermentativas en quesería. 

Fermentación 

de Ácido 

Cítrico 

Aromatizantes en 

mantequillas y quesos 

Realizada por bacterias 

heterofermentativas (Leuconostoc 

citrovorum, Streptococcus diacetilactis) 

Ácido Láctico Preservación y fermentación 

de alimentos 

Producido por diversas BAL como 

Lactobacillus, Streptococcus, 

Tetragenococcus, Bifidobacterium. 

Nota. Tomado de (Parra, 2010). 
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Tabla 11 

Sustancias Antimicrobianas Producidas por BAL 

Sustancia Función Ejemplos de Producción 

Peróxido de 

Hidrógeno 

Sistema antimicrobiano 

natural en leche 

Producido por el grupo Lactococcus. 

Bacteriocinas Componentes proteicos 

antibacterianos 

Producidas por diversas BAL como 

agentes biopreservadores. 

Nota. Tomado de (Parra, 2010) 

Otras Aplicaciones y Efectos de BAL 

EPS (Exopolisacáridos): Contribuyen a la textura y estabilidad de productos lácteos, 

utilizados como geles y emulsionantes. 

 Formación de Sabores y Olores: A través de la degradación de aminoácidos, influyendo 

en el sabor y olor de productos como el queso. 

 Producción de Endulzantes Bajos en Calorías: Conversión de lactosa en polioles como 

manitol y sorbitol. 

 Producción de Vitaminas: Algunas BAL pueden producir vitaminas B, folato, riboflavina y 

vitamina B12. 

 Bebidas Lácteas: Fermentación de lactosuero por BAL para mejorar la textura y sabor de 

bebidas lácteas. 

 Ensilaje: Uso de BAL para preservar forraje mediante la producción de ácido láctico 

(Parra, 2010). 
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Metodología 

Ubicación del Área de Investigación 

El presente trabajo de investigación fue desarrollado en el Laboratorio de Bromatología 

y Biociencias del Campus IASA II de la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”, Extensión 

Santo Domingo de los Tsáchilas, localizada en la Parroquia Luz de América, Hacienda Zoila 

Luz, vía Quevedo km. 24 margen izquierdo. 

 

Nota. Adaptado de Mapa de ubicación área administrativa, académica y de producción del 

IASA II, por Uday, 2013.  

 

Tipo de Investigación 

El presente proyecto se llevó a cabo como parte de una investigación experimental que 

abarcó desde la obtención de proteína a partir de dos tipos de leguminosas (soja (Glycine max) 

y frijol canario (Phaseolus vulgaris)) mediante dos métodos (agua ajustada al punto isoeléctrico 

y solución hidroalcohólica) con la incorporación de bacterias ácido lácticas (Limosilactobacillus 

reuteri y Lactiplantibacillus plantarum) con propiedades probióticas. Se evaluó el efecto de este 

compuesto a lo largo del proceso 

Figura 2. SEQ Ilustración \* ARABIC 7 

Mapa de ubicación del Campus IASA II 
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Enfoque y Técnicas de Recolección de Datos 

Se utilizó un enfoque de investigación cuantitativo que empleó protocolos experimentales 

para seleccionar el método de obtención de proteínas a partir de dos tipos de leguminosas y a 

estos concentrados proteicos incorporar bacterias ácido lácticas para la producción de un 

alimento probiótico. Se realizaron mediciones de las variables de proteína, humedad, cenizas, 

acidez titulable, pH y análisis microbiológicos. 

Fuentes de Recopilación de Información  

Los fundamentos teóricos y la metodología experimental se recolectaron a partir de una 

exhaustiva revisión bibliográfica teniendo como fuentes principales de información a libros, 

artículos científicos y normativas técnicas y tesis de pregrado o postgrado. 

Diseño Experimental 

Tipo de Diseño Experimental  

Para evaluar la eficacia de los concentrados proteicos derivados de leguminosas con la 

inclusión de bacterias ácido lácticas con propiedades probióticas, se llevó a cabo un diseño 

experimental de bloques completos al azar (DBCA) con un diseño factorial AxBxC (2x2x2). El 

factor A representa los tipos de leguminosas, el factor B los métodos de extracción de proteínas 

y el factor C los tipos de bacterias ácido lácticas. Se establecieron 8 tratamientos con 3 

repeticiones cada uno, totalizando 24 unidades experimentales. Los datos fueron analizados 

mediante ANOVA con un nivel de significancia de p < 0,05. El análisis estadístico y la elaboración 

de gráficos se llevaron a cabo utilizando Microsoft Excel y Statgraphics 19.

Variables Dependientes del ANOVA 

 Proteína (%) 

 Humedad (%) 

 pH 

 Cenizas (%) 

 Acidez titulable (%) 
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Factores y Niveles del Diseño Factorial 

Tabla 12 

Factores y niveles a evaluar en el estudio de los concentrados proteicos a partir de 

leguminosas con bacterias ácido lácticas. 

Factores de estudio Simbología Niveles 

Factor A: Leguminosas a0 Soja 

a1 Frijol canario 

Factor B: Métodos    

 

b0 Punto Isoeléctrico 

b1 Solución Hidroalcohólica 

Factor C: Bacterias ácido lácticas c0 Limosilactobacillus reuteri 

c1 Lactiplantibacillus plantarum  

Tratamientos del Diseño Factorial 

Tabla 13 

Tratamientos a comparar en el estudio de los métodos de obtención de concentrados proteicos 

a partir de leguminosas implementando bacterias ácido lácticas. 

Tratamientos Simbología Descripción 

T1 a0 + b0 + c0  Soja + Punto isoeléctrico + Limosilactobacillus reuteri 

T2 a0 + b0 + c1 Soja + Punto isoeléctrico + Lactiplantibacillus plantarum 

T3 a0 + b1 + c0 Soja + Solución Hidroalcohólica + Limosilactobacillus reuteri 

T4 a0 + b1 + c1 Soja+Solución hidroalcohólica+Lactiplantibacillus plantarum 

T5 a1 + b0 + c0 Frijol + Punto isoeléctrico + Limosilactobacillus reuteri 

T6 a1 + b0 + c1 Frijol + Punto isoeléctrico + Lactiplantibacillus plantarum 

T7 a1 + b1 + c0 Frijol + Solución hidroalcohólica + Limosilactobacillus reuteri 

T8 a1 + b1 + c1 Frijol+Solución hidroalcohólica+Lactiplantibacillus plantarum 
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Análisis Estadístico del Diseño Factorial 

 

Análisis Funcional del Diseño Factorial 

Para evaluar los tratamientos en el diseño factorial AxBxC que obtuvieron una diferencia 

estadísticamente significativa, se realizó la prueba de Tukey (p < 0,05). 

Análisis de Componentes Principales 

Con el propósito de simplificar la interpretación del conjunto de datos completo, con los 

resultados fisicoquímicos, se realizó un análisis de componentes principales (PCA) con una 

extracción fija de 3 factores y un método de rotación Quartimax. 

Tabla 14 

Esquema del análisis de varianza (ANOVA) para evaluar el método óptimo de obtención de 

concentrados proteicos a partir de leguminosas implementando bacterias ácido lácticas. 

Fuente de variación Suma de cuadrados Grados de libertad 

Factor A SCA 1 

Factor B  SCB 1 

Factor C SCC 1 

Interacción (AxB) SCAB 1 

Interacción (AxC)  SCAC 1 

Interacción (BxC) SCBC 1 

I (AxBxC)  SCABC 1 

Réplicas SCR 2 

Error  SCE 14 

Total SCT 23 
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Materiales 

 

Tabla 15.  

Reactivos, insumos y equipos para la preparación de las muestras vegetales soja (Glycine max) 

y frijol canario (Phaseolus vulgaris).  

Reactivos Insumos/Materiales  Equipos 

ninguno Bandejas de metal Molino pulverizador 

JIAWANSHUN  
 Tamiza No. 60 

 Agua destilada 

Tabla 16.  

Reactivos, insumos y equipos para la extracción de grasa de soja y frijol canario     

Reactivos Insumos/Materiales  Equipos 

Éter de petróleo Vasos de vidrio Balanza analítica 

Pinza Estufa 

Cuchara  Desecador  

Guante resistente a calor Equipo extracción de grasa 
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Tabla 17.  

Reactivos, insumos y equipos método ajuste de agua al punto isoeléctrico.    

Reactivos Insumos/Materiales Equipos 

Hidróxido de sodio  Cuchara Potenciómetro 

Ácido Clorhídrico  Vasos de precipitación  Plancha magnética 

 Barra magnética  Centrífuga 

 Frascos de plástico estériles Liofilizador 

Tabla 18.  

Reactivos, insumos y equipos método solución hidroalcohólica.  

Reactivos Insumos/Materiales Equipos 

Etanol 50%  Cuchara Potenciómetro 

Ácido Clorhídrico  Vasos de precipitación  Plancha magnética 

 Barra magnética  Centrífuga 

 Frascos de plástico estériles Liofilizador 
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Tabla 19.  

Reactivos, insumos y equipos para la determinación de proteínas.     

Reactivos Insumos/Materiales  Equipos 

Ácido sulfúrico concentrado 

Hidróxido de sodio 40%  

Catalizador  

Indicador mixto (Rojo de metilo y 

verde de bromocresol) 

Ácido bórico 2% 

Agua destilada 

Ácido clorhídrico 0,1 N 

Papel filtro endurecido 

Matraz Erlenmeyer 500 ml 

Tubos de muestra 300 ml 

Rack para tubos de 

muestra 

Magnetos 

Bureta 

Balanza analítica 

Equipo automático 

Kjeldahl 

Plancha de agitación 

magnética   

Campana extractor de 

gases 

 

Tabla 20.  

Reactivos, insumos y equipos para la determinación de humedad.     

Reactivos Insumos/Materiales Equipos 

Ninguno Crisoles de porcelana 

Pinza 

Cuchara  

Bandeja de metal 

Guante resistente a calor 

Balanza analítica 

Estufa 

Desecador  
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Tabla 21.  

Reactivos, insumos y equipos para la determinación de cenizas.   

Reactivos Insumos/Materiales Equipos 

 

Ninguno 

 

 

Crisoles de porcelana 

Pinza 

Cuchara 

Guante resistente a calor 

Balanza analítica 

Mufla 

Desecador 

Tabla 22.  

Reactivos, insumos y equipos para la determinación de acidez titulable.    

Reactivos Insumos/Materiales Equipos 

Etanol 90% 

Hidróxido de sodio 0,02N 

Fenolftaleína 

Matraz Erlenmeyer 

Soporte universal 

Bureta 25 ml 

Barra magnética 

Plancha de agitación 

magnética 

  

Tabla 23.  

Reactivos, insumos y equipos para la determinación de pH    

Reactivos Insumos/Materiales Equipos 

Ninguno Vasos de precipitación Potenciómetro 

 Agua destilada  
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Métodos 

 

Preparación de las leguminosas.  

La soja (Glycine max) y el frijol canario (Phaseolus vulgaris) fueron sometidos a un 

proceso detallado que incluyó varias etapas para su preparación antes de la extracción proteica: 

Limpieza: Los granos fueron limpiados manualmente para retirar cualquier material 

extraño, granos pequeños o rotos, asegurando la pureza de la muestra. 

Remojo: Los granos fueron remojados en agua destilada durante 6 horas con una relación 

de 1/5 (p/v). Este proceso ayudó a ablandar la estructura del grano para facilitar su procesamiento 

posterior. 

Descascarado: Después del remojo, se realizó el descascarado de forma manual para 

eliminar la cáscara de los granos. La cáscara, al haber sido ablandada por el remojo, pudo ser 

retirada con mayor facilidad. 

Secado: Los granos descascarados fueron secados en una estufa a 32°C durante 12 

horas para eliminar la humedad y preparar los granos para la siguiente etapa. 

Molienda: Los granos secos fueron molidos en un Molino pulverizador JIAWANSHUN 

para obtener una harina de partículas pequeñas. Este proceso facilita la extracción proteica y la 

separación de componentes no proteicos. 

Tamizado: La harina resultante de la molienda fue tamizada a través de una malla número 

60 para obtener una harina fina y uniforme. 

Finalmente, la harina obtenida en todas estas etapas fue almacenada en bolsas de 

polietileno de baja densidad para su conservación hasta su uso posterior. Este proceso de 
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preparación garantiza la calidad y pureza de las muestras de soja y frijol canario para su posterior 

análisis, extracción de grasa y obtención de concentrado proteico.  

Extracción de grasa  

Para la extracción o determinación de grasa, se utilizó ́el método Soxhlet de la norma 

técnica NTE INEN 0523 (1981). 

El método es aplicable en muestras de alimentos con alto y bajo contenido en grasa, 

alimentos que han sido sometidos a tratamientos térmicos. 

● Preparación de la muestra. 

○ Preparación del material: Los vasos de vidrio se lavaron y luego se sometieron a 

un proceso de secado en la estufa a una temperatura de 100 °C durante 1 hora. 

Después de este tiempo, se trasladan los vasos al desecador hasta que alcancen 

la temperatura ambiente, para estar listos para su uso. 

○ Preparación de la muestra: La muestra sólida fue sometida a un proceso de 

molienda y posteriormente tamizado para obtener una muestra fina y homogénea, 

que fue utilizada para el análisis. 

● Proceso de análisis de la muestra. 

Una vez preparados, los vasos fueron pesados, etiquetados y se registró su peso inicial 

(m1). Luego, se introdujeron en la cabina extractora de gases y se les añadieron 50 ml 

de éter de petróleo cada uno. Por otro lado, se colocó papel filtro sobre la balanza y se 

taró para pesar 20 gramos de muestra (m0). El papel filtro se cerró formando un cartucho, 

que se introdujo en un dedal junto con algodón sobre la muestra. Posteriormente, se 

colocó cada dedal en el equipo de extracción de grasa, ajustando los vasos con éter de 

petróleo debajo de cada uno. Se encendió y calibró el equipo, presionando en "set" y "⬋", 

luego se bajó la palanca grande para sumergir el dedal en el éter de petróleo y se subió 
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la palanca pequeña a "Immersion (I)", abriendo la válvula para comenzar la primera fase 

a una temperatura de 90 °C durante 60 minutos. En la segunda fase, se bajó la palanca 

pequeña a "Washing (W)" a la misma temperatura durante 90 minutos. Finalmente, en la 

última fase, se bajó la palanca pequeña a "Recover (R)", se cerró la válvula y se continuó 

con el proceso a la misma temperatura durante 15 minutos. Después del tiempo 

establecido, se levantó el dedal con la palanca grande para retirar el vaso, que fue 

introducido en una estufa a 100 °C durante 30 minutos. Una vez pasado este periodo, se 

procedió a pesar y registrar el peso del vaso con la grasa (m2). 

● Cálculo y expresión de resultados. 

○ La determinación de grasa en la muestra, se cuantifica a partir de la diferencia de 

peso. De acuerdo a esto, el cálculo del contenido en porcentaje de grasa en la 

muestra se realiza con la siguiente fórmula:   

% 𝑮𝒓𝒂𝒔𝒂 =  (
𝒎𝟐−𝒎𝟏

𝒎𝟎
) ∗ 𝟏𝟎𝟎                              (ecuación. 1) 

Donde: % 𝐺𝑟𝑎𝑠𝑎: porcentaje de grasa expresado en 𝑔/100 𝑔. 

𝑚0: masa en gramos de la muestra.  

𝑚1: masa en gramos del vaso de vidrio vacío. 

𝑚2: masa en gramos del vaso más la grasa. 

Métodos de obtención de proteínas de las leguminosas.  

Para la obtención de concentrados proteicos se emplearon dos métodos el primero es 

por medio del ajuste de agua al punto isoeléctrico descrito en el estudio de Munive Ledesma, 

2009 y el segundo es con solución hidroalcohólica del estudio de Tan et al., 2023, para ambas 

leguminosas, la soja (Glycine max) y el frijol canario (Phaseolus vulgaris). A continuación, se 

describen los métodos con ciertas modificaciones:   
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Método de punto isoeléctrico. 

Extracción alcalina: La obtención de la proteína de las leguminosas se realizó en dos 

fases. En la primera fase, se preparó una suspensión con una proporción de harina/agua de 1:8 

(p/v), y se ajustó el pH a 8 con NaOH 6N. Luego, se agitó durante 30 minutos con un agitador 

mecánico, se centrifugó a 9000 rpm y se recuperó el líquido sobrenadante. En la segunda fase, 

la fracción insoluble de la fase anterior se volvió a suspender en agua con una relación de 1:8 

(p/v), se ajustó el pH a 8 con NaOH 6N, se agitó durante 30 minutos y se centrifugó a 9000 rpm. 

Se recuperó el líquido sobrenadante y se descartó el material insoluble. 

Precipitación ácida: La precipitación de la proteína se llevó a cabo en los líquidos 

sobrenadantes combinados de la primera y segunda fase de la extracción. Se ajustó el pH a 4,5 

con HCI 6N, se agitó durante 30 minutos y se centrifugó a 9000 rpm. Esto produjo dos fracciones: 

el líquido sobrenadante, que se desechó, y una pasta proteica, que luego se congeló. 

Método de solución hidroalcohólica. 

En base al estudio de Tan et al., 2023, se utilizó etanol concentrado para diluir con agua 

destilada y obtener etanol 50 % v/v con. Se realizó proporción de 1:10 (p/v) entre el polvo de la 

muestra vegetal y etanol 50%, se almacenó en matraz erlenmeyer con tapa durante 10 días, 

cada dos días se agitó con una plancha magnética agitadora durante 1 hora, después de los 10 

días se centrifugaron a 9000 rpm durante 20 min, se almacena el precipitado y se desecha el 

sobrenadante.   

En la segunda fase, el precipitado obtenido se añade la misma cantidad de etanol 50% 

indicada en la primera fase, se añade ácido clorhídrico 6N hasta llegar a pH 4,5, agitando durante 

1 hora, después del tiempo se centrifugó obteniendo el sólido insoluble y se procedió a congelar.  

Activación de las bacterias ácido lácticas. 
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 Preparación del caldo: En un matraz erlenmeyer se pesaron 55,25 gramos del polvo 

del caldo MRS y se añadió 1 litro de agua destilada. Se dejó reposar 5 minutos. Con una plancha 

magnética de calentamiento se agitó constantemente hasta que llegar a ebullir durante 1 o 2 

minutos para la disolución total del polvo. Se distribuye en cuatro matraces erlenmeyer de 250 

ml y se tapan con tapones de algodón forrados con gasa, se esterilizaron en la autoclave a 

121 𝑂𝐶 durante 15 minutos  

Activación de las bacterias: Dentro de la cámara de flujo laminar se introducen los 

erlenmeyer con el caldo a temperatura ambiente, las puntas esterilizadas, micropipeta, dos 

mecheros, tubo eppendorf con la bacteria Limosilactobacillus reuteri y el otro tubo eppendorf con 

la bacteria Lactiplantibacillus plantarum. Se usaron dos erlenmeyers para cada bacteria ácido 

láctica. El proceso que se describe de Bustos Gutierrez, 2013 a continuación es en término 

general para los dos tipos de bacterias:    

En la cámara de flujo laminar, se destapó el matraz erlenmeyer cerca de la llama para 

evitar la contaminación. Con la micropipeta, se tomaron 200 microlitros del tubo eppendorf con 

la bacteria ácido láctica y se introdujo en el matraz erlenmeyer. Luego, se tapó nuevamente el 

matraz, sellándolo con parafilm alrededor de la boquilla. 

Se almacenó el matraz en la estufa a 37°C durante 12 horas en el caso de 

Lactiplantibacillus plantarum y durante 48 horas para la Limosilactobacillus reuteri. Este tiempo 

de incubación permite que las bacterias se desarrollen y crezcan en el caldo. 

Incorporación de bacterias al concentrado proteico.  

En el estudio de Huang et al., 2017, indicó que las bacterias por su potencial probiótico, 

dan beneficios para la salud cuando se administran en vivo y en cantidades adecuadas. Los 

efectos beneficiosos de los probióticos dependen de la cepa o especie específica, la dosis y la 

viabilidad de la bacteria ingerida. De acuerdo a Corona-Hernandez et al., 2013, la Federación 
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Internacional de Productos Lácteos (IDF) recomienda un mínimo de 106 células bacterianas 

probióticas vivas por gramo o mililitro de producto en el momento del consumo.  

Por lo tanto, para llevar a cabo el siguiente paso del proceso, se colocaron los 

concentrados proteicos en frascos de plástico estériles dentro de la cámara de f lujo laminar. 

Estos concentrados fueron preparados previamente de la siguiente manera: Concentrado 

proteico de soja obtenido mediante el método de ajuste del agua al punto isoeléctrico; 

Concentrado proteico de frijol canario obtenido mediante el método de ajuste del agua al punto 

isoeléctrico; Concentrado proteico de soja obtenido mediante el método de solución 

hidroalcohólica; y Concentrado proteico de frijol canario obtenido mediante el método de solución 

hidroalcohólica. 

A cada uno de estos concentrados se les añadió una bacteria ácido láctica (Limosilactobacillus 

reuteri y Lactiplantibacillus plantarum) en una relación de 1:1 (v/m), lo que resultó en un total de 

ocho frascos, cuatro para cada bacteria y se taparon los frascos. 

Liofilización  

Después de la incorporación de las bacterias a los concentrados proteicos se realizó el 

proceso de liofilización descrito por Navas Ramirez, 2006:  

Congelación: El material a liofilizar se congela a temperaturas muy bajas, generalmente 

entre -40°C y -50°C. Esta congelación rápida ayuda a preservar la estructura celular y evitar la 

formación de grandes cristales de hielo que puedan dañar la estructura del producto. 

Sublimación: Una vez congelado, el material se somete a vacío, lo que reduce la presión 

y provoca que el agua congelada pase directamente del estado sólido al estado gaseoso, sin 

pasar por el estado líquido (proceso de sublimación). Este paso elimina el agua del producto, 

dejando una matriz sólida con la estructura y propiedades originales del material. 
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Desorción: Después de la sublimación, se aplica un ligero calentamiento al material para 

eliminar cualquier agua residual que pueda quedar. Este paso, conocido como desorción, ayuda 

a asegurar que el producto final esté completamente seco y estable durante el almacenamiento. 

Sellado: Una vez completado el proceso de liofilización, el producto se sella herméticamente en 

envases adecuados para protegerlo de la humedad y otros factores que puedan afectar su 

calidad durante el almacenamiento y transporte.      

Determinación de humedad 

Se utilizó el método gravimétrico de la norma técnica ecuatoriana NTE INEN 518:1981.  

El método es aplicable a alimentos sólidos, líquidos o pastosos con un contenido de 

humedad superior a 0,2 %. Se basa principalmente en la determinación gravimétrica de la 

pérdida de masa de la muestra desecada a una temperatura determinada.   

● Preparación de los materiales y muestra.  

○ Preparación de materiales: Se lavaron los crisoles de porcelana y luego se 

sometieron a un proceso de secado en la estufa a 133 °C durante 30 minutos. 

Una vez completado el secado, se usaron guantes y pinzas para trasladar los 

crisoles a un desecador, donde se enfriaron hasta alcanzar la temperatura 

ambiente. Este procedimiento garantizó que los crisoles estuvieran limpios, secos 

y a temperatura ambiente antes de su uso. 

○ La preparación de la muestra: La muestra sólida se mezcla para homogeneizar y 

ser analizada. 

● Proceso de análisis de la muestra. 

○ Una vez listo el material, se llevó a cabo la medición de su masa del crisol vacío 

(m0). Posteriormente, se taro inmediatamente para eliminar cualquier variación en 

la masa inicial y se procedió a pesar 2 gramos de la muestra (m1). Seguidamente, 
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se introdujo el crisol con la muestra en la estufa a 133 °C durante 2 horas para su 

secado. Una vez completado el tiempo de secado, el crisol fue retirado de la estufa 

con la ayuda de una pinza y se dejó enfriar dentro del desecador durante 30 

minutos, hasta alcanzar la temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se 

procedió de inmediato a pesar y registrar la masa del crisol con la muestra seca 

(m2). 

● Cálculos y expresión de resultados. 

○ Lo que se determinó fue el contenido de agua en la muestra por diferencia de 

peso, expresado en porcentaje (%) de humedad. Se aplicó la siguiente fórmula: 

 % 𝑯𝒖𝒎𝒆𝒅𝒂𝒅 =  (
𝒎𝟏−𝒎𝟐

𝒎𝟏−𝒎𝟎
) ∗ 𝟏𝟎𝟎                         (ecuación. 2) 

Donde: % 𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑: porcentaje de humedad expresado en 𝑔/100 𝑔. 

𝑚0: masa en gramos del crisol vacío.  

𝑚1: masa en gramos del crisol más la muestra. 

𝑚2: masa en gramos del crisol más la muestra seca. 

Determinación de ceniza 

Para la determinación de cenizas en muestras, se utilizó el método gravimétrico de la 

norma técnica ecuatoriana NTE INEN 520:2012.  

Este método se fundamenta en la destrucción de la materia orgánica presente en la 

muestra mediante calcinación, seguida de la determinación gravimétrica del residuo.   

● Preparación de la muestra. 

○ Preparación del material: Los crisoles de porcelana se preparan para el análisis 

de la siguiente forma, se limpian cuidadosamente y luego se someten a un 
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proceso de secado en la mufla a 550 °C durante 30 minutos. Después de este 

tiempo, se utilizan guantes resistentes al calor y pinzas para trasladar los crisoles 

al desecador, donde se dejan enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente.  

○ Preparación de la muestra: La muestra sólida fue sometida a un proceso de 

molienda y posteriormente tamizado para obtener una muestra fina y homogénea, 

que fue utilizada para el análisis.     

● Proceso de análisis de la muestra. 

Una vez preparados los crisoles, se procedió a pesarlos y se registró su masa 

(m0). Luego, se taró y se pesaron 2 g de muestra (m1), registrando su masa. Los crisoles 

con la muestra se colocaron en la mufla y se calentaron a una temperatura de hasta 666 

°C durante un período de 3 horas. Concluido el programa, se apagó la mufla y se retiraron 

los crisoles con las cenizas, dejándolos enfriar en un desecador hasta alcanzar la 

temperatura ambiente. Con las pinzas se tomó el crisol con la ceniza para luego pesar y 

registrar su masa (m2).     

● Cálculos y expresión de resultados. 

○ El contenido de cenizas de la muestra se calcula por diferencia de peso y se 

expresa en porcentaje de cenizas. El cálculo de los resultados se realiza con la 

siguiente fórmula: 

 % 𝑪𝒆𝒏𝒊𝒛𝒂𝒔 =  (
𝒎𝟐−𝒎𝟎

𝒎𝟏−𝒎𝟎
) ∗ 𝟏𝟎𝟎                            (ecuación. 3) 

Donde: % 𝐶𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠: porcentaje de cenizas expresado en 𝑔/100 𝑔. 

𝑚0: masa en gramos del crisol.  

𝑚1: masa en gramos del crisol más la muestra. 
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𝑚2: masa en gramos del crisol más las cenizas. 

Determinación de proteína. 

Para la determinación de proteína, se utilizó ́el método titulometría, digestión Kjeldahl de la norma 

técnica NTE INEN 0519 (empleando coeficiente 6,25).  

El método descrito es aplicable a alimentos sólidos, líquidos o pastosos con contenido 

alto o bajo en grasa, y que contengan 0,8 g de proteínas por cada 100 g. Se fundamenta 

principalmente en el procesamiento de la muestra mediante la destrucción de la materia orgánica 

hasta su disolución y oxidación. La destrucción se llevó a cabo mediante la ebullición de ácido 

sulfúrico concentrado, al que se le añadió un catalizador. Esto resultó en la formación de sulfato 

de amonio, el cual, al estar en exceso y al reaccionar con hidróxido de sodio, libera amoníaco, el 

cual es destilado y recolectado en ácido bórico. El borato de amonio obtenido se titula con ácido 

clorhídrico.  

● Preparación de soluciones 

○ Solución de ácido bórico 2% (p/v). 

Se disolvieron 20 g de ácido bórico en 80 ml de agua destilada y se completó el 

volumen hasta 1000 ml con más agua destilada en un matraz aforado. 

○ Solución de ácido clorhídrico 0.1 N. 

Se procedió a verter 8,3 ml de ácido clorhídrico concentrado en el cuello de un 

matraz y se completó el volumen hasta 1000 ml con agua destilada. La mezcla se 

agitó de manera adecuada para lograr una homogeneización completa. 

○ Solución de hidróxido de sodio 40% (p/v). 

Se llenó una bandeja con agua fría. Luego, se colocó un vaso de precipitados de 

900 ml en la bandeja y en el vaso de precipitación se introdujeron 200 g de 

hidróxido de sodio (NaOH), el cual se disuelve gradualmente con 300 ml de agua 
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destilada. Se esperó a que la reacción exotérmica alcanzara la temperatura 

ambiente y luego se completó el volumen hasta los 500 ml con agua destilada, 

aforando así la solución. 

● Preparación de la muestra 

○ La muestra sólida fue sometida a un proceso de molienda y posteriormente 

tamizada para obtener una muestra fina y homogénea, que fue utilizada para el 

análisis.  

● Proceso de análisis 

○ Digestión: Se llevó a cabo la preparación de la muestra de manera cuidadosa y 

precisa. Se pesaron 0,3 g de la muestra y se registró este peso para garantizar la 

exactitud en las mediciones. Posteriormente, en un ambiente controlado dentro 

de la campana extractora de gases, se añadió una tableta del catalizador a la 

muestra. Luego, se procedió a verter lentamente 5 ml de ácido sulfúrico 

concentrado sobre la muestra. Es importante destacar que este paso se realizó 

con precaución debido a la naturaleza corrosiva del ácido sulfúrico. 

Una vez preparada la muestra con los reactivos, se colocó en el equipo digestor 

y se activó el colector de humos para asegurar un ambiente seguro. El proceso 

de digestión se llevó a cabo a una temperatura de 420 °C durante 30 minutos, 

controlando cuidadosamente las condiciones en el proceso. 

Tras la digestión, se observó que la muestra se encontraba completamente 

cristalina, con un color verde o azul característico y sin presencia de vapores. Se 

permitió que la muestra se enfriara naturalmente durante aprox. 2 horas hasta 

alcanzar la temperatura ambiente, evitando la formación de precipitados mediante 

una agitación ocasional.  
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● Destilación: Por otra parte, se conectó el tubo con la muestra al equipo destilador 

y se adicionaron 10 ml de agua destilada, asegurándose de conectar el equipo 

inmediatamente para evitar la pérdida de vapores. Posteriormente, en un matraz 

erlenmeyer se colocaron 50 ml de ácido bórico al 2%, el cual se conectó al sistema 

de destilación, asegurándose de que la salida del destilador quedará sumergida 

en la solución de ácido bórico. A continuación, se adaptó herméticamente el tubo 

que contiene la muestra digerida, y se agregaron un total de 30 ml de hidróxido 

de sodio al 40%, observando la reacción hasta que no se observó cambio en la 

coloración y el fin del burbujeo. Se recogieron aproximadamente 200 ml del 

destilado para su posterior análisis. 

Una vez finalizado el proceso de destilación, se procedió a lavar el sistema 

conectando un tubo con agua destilada y destilando solo con agua durante 2 

minutos, repitiendo este paso si fuera necesario. 

● Titulación: Después, se obtuvo un destilado que se colocó en el matraz 

Erlenmeyer con el ácido bórico. Luego, se agregaron 4 gotas de indicador mixto 

al destilado. Posteriormente, se tituló el destilado con ácido clorhídrico 0.1 N hasta 

que el indicador cambió de color, pasando de verde a rosado pálido. Se registró 

el volumen del ácido consumido durante la titulación. 

● Cálculo y expresión de resultados. 

○ La determinación de proteína en la muestra, se cuantifica a partir del contenido de 

nitrógeno en la muestra. De acuerdo a esto, el cálculo del contenido de proteína 

en la muestra se realiza con la siguiente fórmula: 

 % 𝑷𝒓𝒐𝒕𝒆í𝒏𝒂𝒔 = %𝑵 ∗ 𝑭                                   (ecuación. 4) 
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Donde: %N: nitrógeno presente en la muestra 

F: factor de proteínas  

El cálculo del porcentaje de nitrógeno presente en la muestra se realiza 

según la siguiente fórmula:  

% 𝑵 = 𝟏, 𝟒 ∗ 𝑵 ∗ (𝑽𝟏 − 𝑽𝟎)/𝒎                         (ecuación. 5) 

Donde: 1,4: factor de nitrógeno. 

N: normalidad del ácido clorhídrico.  

𝑉1: volumen gastado de ácido clorhídrico en la titulación en la 

muestra en ml. 

𝑉1: volumen gastado de ácido clorhídrico en la titulación en el 

blanco en ml. 

𝑚: masa de la muestra 

Determinación de acidez,  

Para la determinación de acidez titulable en muestras vegetales se utilizó ́la norma técnica 

NTE INEN 521 (2013). 

El método es aplicable en muestras sólidas, líquidas o pastosas, Se basa principalmente 

en la acidez titulable como ácido sulfúrico y determinada mediante procedimientos normalizados.    

● Proceso de análisis de la muestra. 

○ Se pesa 5 g de la muestra y se transfiere al matraz Erlenmeyer, se agrega 50 ml 

de alcohol de 90% (V/V) neutralizado, luego se tapa el matraz Erlenmeyer y se 

agita. Se deja en durante 24 horas y se mezcla de vez en cuando. Pasado el 

tiempo, se procede a recolectar con la pipeta una alícuota de 10 ml del 
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sobrenadante y se transfiere a otro matraz Erlenmeyer y se agregó 2 ml de la 

solución indicadora de fenolftaleína. Se hace la titulación con la solución 0.02 N 

de hidróxido de sodio hasta conseguir un color rosado pálido que persista durante 

30 s. 

● Cálculo y expresión de resultados. 

○ La determinación de acidez en la muestra, se cuantifica a partir de la siguiente 

fórmula.  

% 𝑨𝒄𝒊𝒅𝒆𝒛 𝒕𝒊𝒕𝒖𝒍𝒂𝒃𝒍𝒆 =  (
𝟒𝟗𝟎 𝑵𝑽

𝒎 (𝟏𝟎𝟎−𝑯)
)

𝑽𝟏

𝑽𝟐
                                     (ecuación. 6) 

Donde: % A = contenido de acidez en la muestra de origen vegetal, en 

porcentaje de masa de ácido sulfúrico. 

N = normalidad de la solución de hidróxido de sodio. 

V = volumen de la solución de hidróxido de sodio empleado en 

la titulación, en cm. 

V1 = volumen del alcohol empleado en ml.  

V2= volumen de la alícuota tomada para la titulación. 

m = masa de la muestra, en g. 

H = porcentaje de humedad en la muestra 

Determinación de potencial de hidrógeno,  

Para la determinación del concentrado de ion hidrógeno (pH) utilizando potenciómetro de la 

norma NTE INEN526:2012. 

● Proceso de análisis de la muestra. 

○ Se pesó 10 g de la muestra y se transfirieron al vaso de precipitación, se 

agregaron 100 ml de agua destilada y se mezcló durante 30 minutos hasta que 



 
 

64 
 

esté homogénea. Pasado el tiempo, se procede a dejar en reposo durante 10 

minutos para que se genere la decantación, se realiza la lectura directa del pH 

con el potenciómetro.       

Análisis Microbiológico 

Preparación de las Muestras. El concentrado proteico de la leguminosa con la 

implementación de bacteria ácido láctica, al ser un producto en polvo se procedió realizó una 

relación 1:10 (p/v) en agua de peptona tamponada (autoclavada). 

Cultivo en 3M Placas Petrifilm™ para Recuento de Enterobacterias (EB). Dentro de 

la cámara de flujo laminar, se tomó una alícuota de 1 mL de la muestra diluida con una 

micropipeta, se colocó en el segundo tubo con agua de peptona, del segundo tubo se tomó 1 ml 

de la muestra diluida y se colocó en el tercer tubo siendo esta dilución para análisis de estudio. 

Se levantó la lámina de protección de la placa Petrifilm™ para añadir la alícuota en el centro de 

la placa. Se volvió a colocar la lámina protectora y utilizando el molde circular de plástico se 

presiona cuidadosamente para su expansión uniforme, posteriormente se dejó durante 1 minuto 

para que se solidifique, finalmente se incubó la placa en una estufa a 28 °C durante 24 horas. 

Cultivo en 3M Placas Petrifilm™ para Recuento Rápido de Aerobios (RAC). En una 

cámara de flujo laminar, se tomó una alícuota de 1 mL de la muestra diluida con una micropipeta, 

se levantó de forma parcial la lámina de protección de la placa y se añadió la alícuota en el centro 

de la lámina inferior. Se levantó la lámina de protección de la placa Petrifilm™ para añadir la 

alícuota en el centro de la placa. Se volvió a colocar la lámina protectora y utilizando el molde 

circular de plástico se presiona cuidadosamente para su expansión uniforme, posteriormente se 

dejó durante 1 minuto para que se solidifique, finalmente se incubó la placa en una estufa a 30 

°C durante 72 horas. 

Cultivo en 3M Placas Petrifilm™ para Recuento de Coliformes (CC). Dentro de la 

cámara de flujo laminar, se tomó una alícuota de 1 mL de la muestra diluida con una micropipeta, 
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se colocó en el segundo tubo con agua de peptona, del segundo tubo se tomó 1 ml de la muestra 

diluida y se colocó en el tercer tubo siendo esta dilución para análisis de estudio. Se levantó la 

lámina de protección de la placa Petrifilm™ para añadir la alícuota en el centro de la placa. Se 

volvió a colocar la lámina protectora y utilizando el molde circular de plástico se presiona 

cuidadosamente para su expansión uniforme, posteriormente se dejó durante 1 minuto para que 

se solidifique, finalmente se incubó la placa en una estufa a 28 °C durante 24 horas. 

Recuento de Microorganismos. Se estimó la cantidad total de UFC por mililitro de 

muestra diluida para cada una de las 3M Placas Petrifilm™ empleando un contador de colonias 

digital aplicando la siguiente ecuación: 

𝑈𝐹𝐶 

𝑚𝐿
=

𝑁 𝑥 𝐹 

𝑉
 

Donde: N: Número de colonias identificadas. 

                        F: Factor de dilución.  

                        V: Volumen de la alícuota (1 mL). 
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Resultados 

Resultados del estudio del método de optimización para obtención de concentrados 

proteicos de distintas leguminosas, mediante la incorporación de distintas bacterias 

ácido lácticas. 

La tabla 24, indica que existe diferencia significativa en la interacción de los factores Factor A 

(Leguminosas), Factor B (Métodos) y su interacción, respecto al factor C y las interacciones AC 

y BC, no se encontró diferencia significativa, en cuanto a la réplica no se encontró diferencia 

significativa, por lo que se asume que existe normalidad en la toma de datos del experimento. 

Tabla 24 

Análisis de ANOVA para el resultado de proteína del concentrado proteico de leguminosas 

enriquecido con bacterias ácido lácticas para fines probióticos.  

F.V S.C Gl C.M Razón-F Valor-P 

FACTOR A: 

LEGUMINOSAS  

800,29 1 800,36 19023771,66 <0,0001 

FACTOR B: MÉTODOS 677,80 1 677,80 16110712,77 <0,0001 

FACTOR C: 

BACTERIAS ÁCIDO 

LÁCTICAS 

4,5E-05 1 4,5E-05 1,08  

INTERACCIONES      

AB 576,13 1 576,13 13694144,08 <0,0001 

AC 9,4E-06 1 9,4E-06 0,22  

BC 3,0E-05 1 3,0E-05 0,72  
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Tabla 24 

Análisis de ANOVA para el resultado de proteína del concentrado proteico de leguminosas 

enriquecido con bacterias ácido lácticas para fines probióticos.  

ABC 3,4E-06 2 3,4E-06 0,08  

RÉPLICA 3,3E-07 1 1,7E-07 4,0E-03  

ERROR 5,9E-04 14 4,2E-05   

TOTAL 2054,29 23    

 

La tabla 25, indica que no se encontró diferencia significativa en los factores: A, B, C y 

las interacciones AB, AC, BC y ABC, en cuanto a la réplica no se encontró diferencia significativa, 

por lo que asumimos que existe normalidad en la toma de datos del experimento. 

 

Tabla 25 

Análisis de ANOVA para el resultado de humedad del concentrado proteico de leguminosas 

enriquecido con bacterias ácido lácticas para fines probióticos (p<0,05). 

F.V S.C Gl C.M Razón-F Valor-P 

FACTOR A: 

LEGUMINOSAS  

5,4E-05 1 5,4E-05 2,2E-03 0,9636 

FACTOR B: MÉTODOS 0,02 1 0,02 0,82 0,3815 

FACTOR C: 

BACTERIAS ÁCIDO 

LÁCTICAS 

2,6E-03 1 2,6E-03 0,11 0,7498 
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Tabla 25 

Análisis de ANOVA para el resultado de humedad del concentrado proteico de leguminosas 

enriquecido con bacterias ácido lácticas para fines probióticos (p<0,05). 

INTERACCIONES      

AB 1,9E-04 1 1,9E-04 0,01 0,9313 

AC 1,9E-03 1 1,9E-03 0,08 0,7844 

BC 1,1E-04 1 1,1E-04 4,5E-03 0,9474 

ABC 0,35 2 0,35 13,82 0,0023 

RÉPLICA 0,01 1 3,9E-03 0,16 0,8569 

ERROR 0,35 14 0,03   

TOTAL 0,73 23    

  

La tabla 26, indica que no se encontró diferencia significativa en los factores: A,B,C y las 

interacciones AB, AC, BC y ABC, en cuanto a la réplica no se encontró diferencia significativa, 

por lo que se asume que existe normalidad en la toma de datos del experimento. 

 

Tabla 26 

Análisis de ANOVA para el resultado de cenizas del concentrado proteico de leguminosas 

enriquecido con bacterias ácido lácticas para fines probióticos (p<0,05). 

F.V S.C Gl C.M Razón-F Valor-P 

FACTOR A: 

LEGUMINOSAS  

0,00 1 0,00 0,00 0,0000 
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Tabla 26 

Análisis de ANOVA para el resultado de cenizas del concentrado proteico de leguminosas 

enriquecido con bacterias ácido lácticas para fines probióticos (p<0,05). 

FACTOR B: MÉTODOS 9,26 1 9,26 0,00 0,0000 

FACTOR C: 

BACTERIAS ÁCIDO 

LÁCTICAS 

0,00 1 0,00 0,00 0,0000 

INTERACCIONES    0,00  

AB 0,00 1 0,00 0,00 0,0000 

AC 0,00 1 0,00 0,00 0,0000 

BC 0,00 1 0,00 0,00 0,0000 

ABC 0,00 2 0,00 0,00 0,0000 

RÉPLICA 0,00 1 0,00 0,00 0,0000 

ERROR 0,00 14 0,00   

TOTAL 9,26 23    

 

 La tabla 27, indica que no se encontró diferencia significativa en los factores: A,B,C y las 

interacciones AB, AC, BC y ABC, en cuanto a la réplica no se encontró diferencia significativa, 

por lo que se asume que existe normalidad en la toma de datos del experimento. 
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Tabla 27 

Análisis de ANOVA para el resultado de acidez titulable del concentrado proteico de leguminosas 

enriquecido con bacterias ácido lácticas para fines probióticos (p<0,05). 

F.V S.C Gl C.M Razón-F Valor-P 

FACTOR A: 

LEGUMINOSAS  

7,0E-04 1 7,0E-04 0,31 0,5877 

FACTOR B: MÉTODOS 2,8E-03 1 2,8E-03 1,21 0,2893 

FACTOR C: 

BACTERIAS ÁCIDO 

LÁCTICAS 

0,01 1 0,01 4,59 0,0502 

INTERACCIONES      

AB 4,5E-04 1 4,5E-04 0,20 0,6638 

AC 0,01 1 0,01 2,21 0,1596 

BC 0,02 1 0,02 7,94 0,0137 

ABC 0,01 2 0,01 2,23 0,1573 

RÉPLICA 0,01 1 4,1E-03 1,78 0,2043 

ERROR 0,03 14 2,3E-03   

TOTAL 0,08 23    

 

La tabla 28, indica que existe diferencia significativa en la interacción en el Factor C 

(Bacterias), respecto al factor A, B y las interacciones AB, AC, BC y ABC, no se encontró 
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diferencia significativa, en cuanto a la réplica no se encontró diferencia significativa, por lo que 

se asume que existe normalidad en la toma de datos del experimento. 

Tabla 28 

Análisis de ANOVA para el resultado de pH del concentrado proteico de leguminosas enriquecido 

con bacterias ácido lácticas para fines probióticos (p<0,05). 

F.V S.C Gl C.M Razón-F Valor-P 

FACTOR A: 

LEGUMINOSAS  

3,4E-04 1 3,4E-04 0,14 0,7167 

FACTOR B: MÉTODOS 3,4E-04 1 3,4E-04 0,14 0,7167 

FACTOR C: 

BACTERIAS ÁCIDO 

LÁCTICAS 

0,18 1 0,18 71,14 > 0,0001 

INTERACCIONES      

AB 7,0E-04 1 7,0E-04 0,29 0,6011 

AC 9,4E-04 1 9,4E-04 0,38 0,5470 

BC 1,5E-03 1 1,5E-03 0,61 0,4474 

ABC 2,0E-04 2 2,0E-04 0,08 0,7776 

RÉPLICA 2,0E-3 1 1,0E-03 0,41 0,6726 

ERROR 0,03 14 2,5E-03   

TOTAL 0,22 23    
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Resultados de la comparación de dos leguminosas en la elaboración de 

concentrado proteico con la adición de bacterias ácido lácticas (factor A).  

Tabla 29 

Resultados de la evaluación de prueba de grupos homogéneos de los tipos de leguminosas 

con prueba Tukey (p ≤ 0.05). 

 

Factor A: Leguminosas 

Soja  Frijol 

Proteína (%) 83,71𝐴 72,16𝐵 

Humedad (%) 6,28𝐴 6,28𝐴 

Cenizas (%) 3,38𝐴 3,38𝐴 

Acidez titulable (%) 0,41𝐴 0,40𝐴 

pH 4,58𝐴 4,57𝐴 

Nota. Nivel de significancia: p < 0.05. 

Figura 3.  

Comparación de la proteína de dos leguminosas en la elaboración de concentrado proteico con 

la adición de bacterias ácido lácticas (factor A).    
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Al examinar el tipo de leguminosa utilizado, (ver tabla 29) podemos establecer que:  

En porcentaje de proteína, se establecieron dos grupos independientes donde el grupo A (Soja) 

mostró un mayor contenido de proteína en comparación con el grupo B (Frijol Canario), con 

medias de 83,71 % y 72,16% respectivamente. Se puede considerar esta diferencia por el 

contenido principal de las leguminosas (soja y frijol canario) en base seca sin la interferencia de 

ningún método de acuerdo a los estudios de Guamán J. et al., 2008; INIAP, 1994.  

En cuanto al contenido de humedad, no se observaron diferencia significativa, ya que se 

obtuvieron valores medios de Soja (6,28%) y Frijol Canario (6,28%), estos valores no difieren 

debido a que la implementación de Soja y Frijol fue en forma de Harinas y presentan una 

humedad de 6 a 8 % según reporta Munive P. 2009.  

Para la cantidad de cenizas, también se formó un único grupo (A) que incluyó a ambas 

leguminosas, con un valor de media de 3,38%, sin que se indique diferencia significativa. 

En el caso de la acidez titulable, se formó un único grupo (A) que incluyó a ambas 

leguminosas, con un valor de media de 0,41% y 0,40% respectivamente, sin diferencia 

significativa entre ellas  

Respecto al pH, no se observó diferencia significativa, formando un grupo A (soja y frijol 

canario) con un valor de medias de 4,58% y 4,57% respectivamente.  
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Resultados de la comparación de dos métodos de extracción de proteína en la 

elaboración de concentrado proteico con la adición de bacterias ácido lácticas (factor B).  

 

Tabla 30 

Resultados de la evaluación de las propiedades bromatológicas de las dos leguminosas para la 

extracción de proteínas implementando bacterias ácido lácticas. 

 

Factor B: Métodos 

Agua Ajustada al Punto 

Isoeléctrico 

Solución  

Hidroalcohólica 

Proteína (%) 83,25𝐴 72,63𝐵 

Humedad (%) 6,31𝐴 6,25𝐴 

Cenizas (%) 4,00𝐴 2,76𝐵 

Acidez titulable (%) 0,41𝐴 0,40𝐴 

pH 4,58𝐴 4,57𝐴 

Nota. Nivel de significancia: p < 0.05. 

 

Figura 4.  

Comparación en las variables proteína y cenizas de dos métodos de extracción de proteína en 

la elaboración de concentrado proteico con la adición de bacterias ácido lácticas (factor B).  

a) Proteína  b) Cenizas  
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Al examinar el tipo de método utilizado, (ver tabla 30) podemos establecer que:  

 En porcentaje de proteína, se establecieron dos grupos independientes donde el grupo A 

(Agua ajustada al punto isoeléctrico) mostró un mayor contenido de proteína en comparación con 

el grupo B (solución hidroalcohólica), con medias de 83,25 % y 72,63% respectivamente. Se 

asume el mejor método es el grupo A, va a la par como el estudio de Jiménez, 2006, el cual 

indica que se produce una extracción alcalina del polvo de leguminosa desangrada para luego 

ser sometida a precipitación en pH ácido, obteniendo un producto refinado.  

En cuanto al contenido de humedad, no se observaron diferencia significativa, y se 

obtuvieron valores medios en el agua ajustada al punto isoeléctrico (6,31%) y solución 

hidroalcohólica (6,25%), se considera que estos valores no difieren porque en ambos métodos 

se sometieron al proceso de liofilización por lo cual el contenido de agua se redujo siendo 

congruente con Ramírez Navas, 2006.         

Para la cantidad de cenizas, se formaron dos grupos A (ajuste de agua al punto 

isoeléctrico) mostró mayor contenido de cenizas en comparación con el grupo B (solución 

hidroalcohólica), con medias de 4,00 % y 2,76 % respectivamente, por lo que se asume que 

existe diferencia significativa. El contenido de cenizas es indicador de material inorgánico 

presente en las muestras, en el caso del grupo A es entendible que sea mayor ya que al usar 

sustancias químicas básicas y ácidas es la presencia de residuos inorgánicos que quedaron 

después de la combustión de la materia orgánica indicado en el estudio de Márquez Siguas, 

2014.  

 En el caso de la acidez titulable, no se observó diferencia significativa, por lo tanto, se 

formó un único grupo (A) que incluyó a ambos métodos, con un valor de media de 0,40% y 0,41% 

respectivamente. En ambos métodos se reguló a un pH bajo, por lo tanto, es considerable que 

el nivel de acidez sea ácido (FiB, 2015; Martinez Nobrega, 1997).       
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 Respecto al pH, no se observó diferencia significativa, formando un grupo A (ajuste de 

agua al punto isoeléctrico y solución hidroalcohólica) con un valor de medias de 4,58% y 4,57% 

respectivamente. De acuerdo al estudio de Martinez Nobrega, 1997, indica que el valor de pH es 

un indicador de la acidez, lo cual es entendible ya que se tiene un porcentaje de acidez alto en 

comparación a las leguminosas naturales como lo indica Guamán J. et al., 2008 y INIAP, 1994.     

Resultados de la comparación de dos bacterias en la elaboración de concentrado 

proteico de leguminosas con la adición de bacterias ácido lácticas (factor C).  

 

Tabla 31 

Resultados de la evaluación de las propiedades bromatológicas de las dos leguminosas para la 

extracción de proteínas implementando bacterias ácido lácticas. 

 

 

 

Factor C: Bacterias ácido lácticas 

L. reuteri  L. plantarum 

Proteína (%) 77,94𝐴  77,94𝐴  

Humedad (%) 6,29𝐴  6,27𝐴 

Cenizas (%) 3,38𝐴  3,38𝐴 

Acidez titulable (%) 0,43𝐴  0,39𝐵  

pH 4,66𝐴  4,49𝐵  

Nota. Nivel de significancia: p < 0.05. 
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Figura 5 

Comparación de las variables acidez titulable y pH de dos bacterias en la elaboración de 

concentrado proteico de leguminosas con la adición de bacterias ácido lácticas (factor C).  

a) Acidez titulable  b) pH  

 
 

 

Al examinar el tipo de bacterias ácido lácticas utilizadas, (ver tabla 31) podemos 

establecer que:  

En porcentaje de proteína, no se observó diferencia significativa, y se obtuvo un único 

grupo A con valores medios entre la bacteria L. reuteri (77,94%) y la bacteria L. plantarum 

(77,94%). Las bacterias ácido lácticas no difieren en el contenido de proteína (Ramos-Izquierdo 

et al., 2009)    

En cuanto al contenido de humedad, no se observó diferencia significativa, formando un 

solo grupo A con valores medios de 6,29 % en la bacteria L. reuteri (77,94%) y 6,27 % en la 

bacteria L. plantarum (77,94%). Los resultados están relacionados en que no exista diferencia 

de humedad con el estudio de Ramos-Izquierdo et al., 2009. 
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En cuanto al contenido de cenizas, no se observó diferencia significativa, y se obtuvieron 

valores medios de 3,38 % para ambas bacterias L. reuteri y L. plantarum. Los resultados están 

relacionados en que no exista diferencia en cenizas con el estudio de Ramos-Izquierdo et al., 

2009.  

En el contenido de acidez titulable, no se observó diferencia significativa, y se obtuvieron 

valores medios en la bacteria L. reuteri y la bacteria L. reuteri de 0,43% y 0,39% respectivamente. 

Según Castro Crespo, 2020, las condiciones ácidas son importantes para la viabilidad y actividad 

de las bacterias probióticas, ya que ayudan a inhibir el crecimiento de bacterias no deseadas y a 

mantener la estabilidad del producto.  

En cuanto al contenido de pH, se establecieron dos grupos independientes donde el 

grupo A (L. reuteri) mostró un mayor contenido de pH en comparación con el grupo B (L. 

plantarum), con medias de 4,66 y 4,49 respectivamente. Las bacterias ácido lácticas, como L. 

reuteri, son capaces de fermentar azúcares y producir ácido láctico, lo que generalmente 

disminuye el pH de los alimentos. Sin embargo, dado que L. reuteri es una bacteria hetero 

fermentativa, también puede producir otros productos, además de ácido láctico, como ácido 

acético y dióxido de carbono, que pueden influir en el pH final del producto. Según Castro Crespo, 

2020, indica que la capacidad de L. reuteri para crecer en un rango de pH más amplio (entre 5 y 

7,5) podría contribuir a un aumento del pH en comparación con la bacteria L. plantarum más 

limitada en este aspecto. Estos resultados indican que ambos productos finales tienen un pH 

ácido, lo cual es típico de los productos fermentados con bacterias ácido lácticas, como L. reuteri 

y L. plantarum.  
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Resultados de la relación entre dos tipos de leguminosas y métodos de extracción 

(Interacción AxB). 

 

Tabla 32 

Resultados de la evaluación de las propiedades bromatológicas de las dos leguminosas para la 

extracción de proteínas implementando bacterias ácido lácticas. 

 Interacción de Factor A * Factor B 

 

 

Soja Frijol Canario 

Agua Ajustada al 

Punto Isoeléctrico 

Sol. 

Hidroalcohólica 

Agua Ajustada al 

Punto Isoeléctrico 

Sol. 

Hidroalcohólica 

Proteína (%) 93,93𝐴  73,50𝐵 72,28𝐶  71,75𝐷 

Humedad (%) 6,31𝐴 6,25𝐴 6,31𝐴 6,26𝐴 

Cenizas (%) 4,00𝐴 2,76𝐵 4,00𝐴 2,76𝐵 

Acidez titulable (%) 0,43𝐴 0,40𝐴 0,41𝐴 0,39𝐴 

pH 4,58𝐴 4,58𝐴 4,58𝐴 4,56𝐴 

Nota. Nivel de significancia: p < 0.05. 
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Figura 6.  

Comparación de las variables proteína y cenizas de la relación entre dos tipos de leguminosas 

y métodos de extracción (Interacción AxB). 

 

a) Proteína  

 

b) Cenizas 

 

Al examinar la interacción entre dos leguminosas y dos métodos de extracción, (ver tabla 

32) podemos establecer que: 
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En porcentaje de proteína, se establecieron cuatro grupos independientes donde el grupo 

A (Soja*Agua Ajustada al Punto Isoeléctrico), grupo B (Soja*solución hidroalcohólica), grupo C 

(Frijol Canario*Agua Ajustada al Punto Isoeléctrico) y grupo C (Frijol Canario*solución 

hidroalcohólica) con medias de 93,93 %, 73,50%, 72,28% y 71,75% respectivamente.  

El contenido de humedad entre los diferentes tipos de leguminosas y métodos de 

obtención de proteína. No se observó diferencia significativa, formando un solo grupo A 

(Soja*Agua Ajustada al Punto Isoeléctrico (6,31%), Soja*solución hidroalcohólica (6,25%), Frijol 

Canario*Agua Ajustada al Punto Isoeléctrico (6,31%) y Frijol Canario*solución hidroalcohólica 

(6,26%). La diferencia que no existe en ambos métodos es por la implementación del proceso de 

liofilización como lo indica (Caballero et al., 2017) existe pérdida en el peso con una reducción 

del agua presente en la muestra de un 98-99%. 

 El contenido de cenizas, entre los diferentes tipos de leguminosas y métodos Ku de 

obtención de proteína, se observó diferencia significativa, formando dos grupos independientes 

grupo A (Agua Ajustada al Punto Isoeléctrico con soja y frijol canario) con medias de superiores 

(4,00%) frente al grupo B (Solución hidroalcohólica con soja y frijol canario) (2,76%). 

 Por otro lado, el contenido de cenizas se ve influido por el método de obtención, siendo 

la extracción por solución hidroalcohólica (2,76 %) más efectiva en general. No se observan 

diferencias significativas en cuanto a la acidez titulable y el pH para la interacción entre los tipos 

de leguminosas y los métodos de extracción, lo que sugiere que estos factores no influyen en la 

acidez ni el pH de los concentrados proteicos.  

 Por lo tanto, la soja tiende a tener un mayor contenido de proteínas y cenizas en 

comparación con el frijol canario, y el método de obtención de proteínas puede influir en estos 

contenidos. Mientras que las variables de humedad, pH y acidez titulable no se ven influidas en 

la interacción. 
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Perales et al., 2013, indica que la soja es considerada la leguminosa con mayor 

porcentaje de proteínas en comparación con el frijol canario sin tratamientos previos. Al realizar 

el concentrado proteico, se apreció que el método de agua ajustada al punto isoeléctrico fue el 

más adecuado tanto para soja como el frijol canario. Ledesma Munive, 2009 obtuvo un porcentaje 

de 82,96% de proteína siendo inferior al obtenido en este estudio (93,93%), por el contrario, se 

reportó un contenido proteico ligeramente menor en el frijol canario (72,28%) comparado con el 

reportado por Sosa-Espinosa et al., 2009 (73,03%). En ambos estudios no existe diferencia en 

las condiciones del proceso con respecto a la relación harina: agua, pH y tiempo de agitación 

con este estudio.            

Resultados de la relación entre dos leguminosas y dos tipos de bacterias 

(Interacción AxC). 

 

Tabla 33 

Resultados de la evaluación de las propiedades bromatológicas de las dos leguminosas para la 

extracción de proteínas implementando bacterias ácido lácticas. 

 Interacción de Factor A * Factor C 

 

Parámetro 

Soja Frijol 

L. reuteri  L. plantarum L. reuteri  L. plantarum 

Proteína (%) 83,71𝐴  83,72𝐴  72,16𝐵 72,17𝐵 

Humedad (%) 6,28𝐴 6,28𝐴 6,28𝐴 6,27𝐴 

Cenizas (%) 3,38𝐴 3,38𝐴 3,38𝐴 3,38𝐴 

Acidez titulable (%) 0,45𝐴 0,38𝐴 0,41𝐴 0,39𝐴 

pH 4,67𝐴 4,49𝐵  4,65𝐴 4,49𝐵 

Nota. Nivel de significancia: p < 0.05. 
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Figura 7.  

Comparación de las variables proteína y pH de la relación entre dos leguminosas y dos tipos de 

bacterias (Interacción AxC). 

a) Proteína 

 

b) pH 

 

Los resultados de la tabla 33 del análisis de la prueba de Tukey (p ≤ 0.05) en los tipos de 

leguminosas para la obtención de concentrado proteico enriquecido con bacterias ácido lácticas 

para fines probióticos. Respecto a la proteína (%) existe diferencia significativa entre las 

leguminosas, pero entre la implementación de las bacterias L. reuteri y L. plantarum en la soja 

(83,71 % y 83,72% respectivamente) no existe diferencia significativa frente al frijol canario 

(72,16% y 72,17% respectivamente).  En el pH existe diferencia significativa entre la bacteria L. 

reuteri con la soja (4,67) y el frijol canario (4,65) frente a la bacteria L. plantarum con la soja (4,65) 

y el frijol canario (4,49). Respecto a la humedad (%), cenizas (%), acidez titulable (%) no 

presentan diferencia significativa entre las leguminosas y los tipos de bacterias.     
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Lugo-Zarate et al., 2021, indica que la implementación de las bacterias ácido lácticas en 

los tipos de leguminos es considerado un producto fermentado, por lo tanto, la diferencia de pH 

y acidez varía por la presencia de las bacterias ácido lácticas en el alimento dando una 

funcionalidad importante y de acuerdo al mecanismo que cada bacteria tiene para desarrollarse. 

Zarate & Saez, 2020, indicó que a fermentación con BAL produjo cambios significativos con 

respecto a las harinas sin fermentar y fermentadas espontáneamente, como el incremento de la 

microbiota láctico, polifenoles, actividad antioxidante y disminución de ciertos compuestos anti 

nutricionales.  

Resultados de la relación entre dos métodos de extracción y dos tipos de bacterias 

(Interacción BxC). 

Tabla 34 

Resultados de la evaluación de las propiedades bromatológicas de las dos leguminosas para la 

extracción de proteínas implementando bacterias ácido lácticas. 

 Interacción de Factor B * Factor C 

 

Parámetro 

Agua Ajustada al Punto Isoeléctrico Solución Hidroalcohólica 

L. reuteri  L. plantarum L. reuteri  L. plantarum 

Proteína (%) 83,25𝐴  83,26𝐴  72,63𝐵 72,63𝐵 

Humedad (%) 6,32𝐴 6,30𝐴 6,27𝐴 6,24𝐴  

Cenizas (%) 3,38𝐴 3,38𝐴 3,38𝐴 3,38𝐴  

Acidez titulable (%) 0,47𝐴 0,37𝐵  0,39𝐴𝐵 0,40𝐴𝐵 

pH 4,67𝐴 4,49𝐵  4,65𝐴 4,49𝐵  

Nota. Nivel de significancia: p < 0.05. 
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Figura 8.  

Comparación de las variables proteína y acidez titulable de la relación entre dos métodos de 

extracción y dos tipos de bacterias (Interacción BxC). 

a) Proteína  

 

b) Acidez titulable 

 

c) pH 

 

 



 
 

86 
 

Los resultados de la tabla 34 del análisis de la prueba de Tukey (p ≤ 0.05), indica que 

existe diferencia significativa entre la bacteria L. reuteri con el método agua ajustada al punto 

isoeléctrico (83,25%) y solución hidroalcohólica (72,63%), de igual forma existe diferencia 

significativa entre la bacteria L. plantarum con el método agua ajustada al punto isoeléctrico 

(83,26%) y solución hidroalcohólica (72,63%). Respecto a humedad (%) y cenizas (%) no existe 

diferencia significativa en la interacción entre los métodos y las bacterias ácido lácticas. En la 

acidez titulable (%) en el método de agua ajustada al punto isoeléctrico existe diferencia entre la 

bacteria L. reuteri (0,47 %) frente L. plantarum (0,37 %) y en el método solución hidroalcohólica 

no existe diferencia significativa. Existe una relación entre los métodos de obtención de proteínas. 

En relación al pH existe diferencia significativa entre los métodos (agua ajustada al punto 

isoeléctrico y solución hidroalcohólica) con la bacteria L. reuteri  (4,67 y 4,65) frente a los métodos 

con la L. plantarum (4,49 para ambos métodos).  

En cuanto al contenido de proteína, se observa una diferencia significativa entre los dos 

métodos para ambas bacterias. Estos resultados son consistentes con estudios previos que han 

demostrado que el método de obtención de proteínas puede influir en el contenido de proteínas 

de los alimentos (Tello Fonseca, 2018). La diferencia en el contenido de proteínas puede deberse 

a las diferentes condiciones de extracción y procesamiento que afectan la solubilidad y la 

estabilidad de las proteínas. En cuanto a la humedad y cenizas, no se encontraron diferencias 

significativas entre los métodos y las bacterias ácido lácticas. Esto sugiere que estos parámetros 

no son afectados significativamente por el método de obtención de proteínas ni por el tipo de 

bacteria utilizada. En relación a la acidez titulable, se observó una diferencia significativa entre 

las bacterias L. reuteri y L. plantarum en el método de agua ajustada al punto isoeléctrico, lo cual 

podría estar relacionado con las propiedades metabólicas de las bacterias ácido lácticas y su 

capacidad para producir ácidos orgánicos (Bravo et al., 2018). Sin embargo, no se encontraron 

diferencias significativas en el método de solución hidroalcohólica, lo que sugiere que este 
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método puede afectar menos la acidez del producto final. En cuanto al pH, se encontraron 

diferencias significativas entre los métodos de obtención de proteínas para ambas bacterias. Esto 

podría deberse a las diferentes condiciones de pH utilizadas en los métodos de extracción, lo 

que afecta la solubilidad de las proteínas y, por lo tanto, el pH del producto final (Kusumah et al., 

2020). 

Por lo tanto, los resultados sugieren que tanto el tipo de bacteria ácido láctica como el 

método de obtención de proteínas pueden influir en las características fisicoquímicas del 

producto final. Estos hallazgos son consistentes con la literatura previa y resaltan la importancia 

de seleccionar cuidadosamente tanto la bacteria como el método de obtención de proteínas en 

la producción de alimentos probióticos de alta calidad.      

Resultados de la relación entre tipos de leguminosas, métodos de extracción y 

dos tipos de bacterias (Interacción AxBxC). 

 

Tabla 35 

Resultados de la evaluación de las propiedades bromatológicas de las dos leguminosas para la 

extracción de proteínas implementando bacterias ácido lácticas.  

 
Interacción 

AxBxC 

Proteína 

(%) 

Humedad 

(%) 

Cenizas  

(%) 

Acidez 

titulable   

(%) 

pH 

a0b0c0 S*PI*R 93,92𝐴 
6,43𝐴  4,00𝐴  0,50𝐴 4,67𝐴 

a0b0c1 S*PI*P 93,93𝐴 
6,19𝐴  4,00𝐴  0,35𝐵 4,48𝐶  

a0b1c0 S*SH*R 73,50𝐵 
6,13𝐴  2,76𝐵 0,39𝐴𝐵 4,67𝐴 
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a0b1c1 S*SH*P 73,50𝐵 
6,12𝐴  2,76𝐵 0,40𝐴𝐵 4,49𝐵𝐶  

a1b0c0 F*PI*R 72,58𝐶 
6,21𝐴  4,00𝐴  0,43𝐴𝐵 4,67𝐴 

a1b0c1 F*PI*P 72,58𝐶 
6,41𝐴  4,00𝐴  0,39𝐴𝐵 4,49𝐵𝐶  

a1b1c0 F*SH*R 71,75𝐷 
6,40𝐴  2,76𝐵 0,39𝐴𝐵 4,67𝐴𝐵 

a1b1c1 F*SH*P 71,75𝐷 
6,37𝐴  2,76𝐵 0,40𝐴𝐵 4,49𝐵𝐶  

Nota. Nivel de significancia: p < 0.05. 

Figura 9.  

Comparación de las variables proteína, ceniza, acidez y pH de la relación entre tipos de 

leguminosa, métodos de extracción y dos tipos de bacterias (Interacción AxBxC). 

a) Proteína  
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b) Ceniza  

 

 
 

C) Acidez titulable  

 

d) pH 
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La tabla 35 presenta los grupos homogéneos de todas las interacciones con cada 

variable estudiada,  

En la variable proteína (%) encontramos cuatro grupos simples siendo el grupo A con los 

tratamientos, Soja*Punto Isoeléctrico*L. reuteri (93.92%) y Soja*Punto Isoeléctrico*L. plantarum 

(93,93 %), el que mejor resultado presentó. 

Thenawidjaja et al (2017) señala que, las sustancias alcalinas como el hidróxido de sodio 

provocan la disolución de proteínas al aumentar la solubilidad de los solutos principales 

presentes en el solvente, lo que permite separar la proteína de los materiales no proteicos. Por 

otro lado, los ácidos fuertes, como el ácido clorhídrico, se disocian completamente en agua, lo 

que facilita la precipitación de proteínas al alcanzar rápidamente un equilibrio de cargas positivas 

y negativas.  

Un estudio (Shanthakumar et al., 2022) informó que el mayor rendimiento de proteína se 

obtuvo con un pH de 9.96 y una proporción de agua y harina de 15 (p/v). Sin embargo, la 

extracción de proteína a un pH superior a 10 puede causar una grave hinchazón del almidón, 

contaminando así el aislado/concentrado de proteína de leguminosas.   

En cambio, con el concentrado proteico de las leguminosas con la solución 

hidroalcohólica Vioque et al. (2001) indica que, mediante la extracción hidroalcohólica, al emplear 

dos disolventes de polaridades dispares (alcohol-agua) permite una extracción adecuada de 

compuestos tales como lípidos polares y productos de oxidación, fenoles, isoflavonas, esteroles, 

azúcares, por consiguiente, genera un mejor enriquecimiento proteico mejorando su calidad y 

disminuyendo el porcentaje de cenizas.   

En las variables humedad (%) se formó un solo grupo A, sus medias varían en el rango 

de 6,12% a 6,43% lo que indica que el contenido de humedad no presentó diferencia significativa 

sin importar el tipo de leguminosa, el método de obtención de proteína o bacteria utilizada.  
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En cenizas (%) encontramos dos grupos significativos. El grupo que menor contenido de 

cenizas presentó fue el grupo B (2,76%) con el método de solución hidroalcohólica aplicado para 

ambos tipos de leguminosas y ambos tipos de bacterias. 

En la variable acidez titulable (%) encontramos dos grupos simples y un grupo 

multifactorial de la siguiente forma, grupo A (soja*agua ajusta al punto isoeléctrico*L. reuteri) y 

grupo B (Soja*agua ajusta al punto isoeléctrico*L. plantarum) y grupo AB (a0b1c0, a0b1c1, 

a1b0c0, a1b0c1, a1b1c0), El grupo que mejor resultado se considera es el grupo B que es de 

0,35% por un bajo nivel de acidez.   

En la variable pH encontramos dos grupos simples y un grupo multifactorial de la siguiente 

forma, grupo A (a0b0c0, a0b1c0 y a1b0c0) con media de 4,67, grupo C (a0b0c1) con media de 

4,48, grupo AB (a1b1c0) con media de 4,67 y el grupo BC (a0b1c1, a1b0c1 y a1b1c1) con media 

de 4,49. Considerando el tratamiento más adecuado es el grupo C: Soja*Punto Isoeléctrico*L. 

plantarum. 

De acuerdo a los resultados obtenidos se considera que el mejor tratamiento es 

Soja*Punto Isoeléctrico*L. plantarum. De acuerdo a los análisis de factor A la soja es considerada 

la leguminosa con más porcentaje de proteína en base a estudio de Martín Salinas, 2017, la soja 

cumplió con los requisitos de calidad indicadas en NTE INEN 452:2012. El producto obtenido 

está dentro de las normas establecidas por el CODEX STAN 175-1989, indicando que el 

porcentaje de proteína (93,93 %) se considera un aislado proteínico (AP) el cual supera el 90 %, 

en el contenido de humedad (6,19 %) no excede del 10 % (m/m), en cenizas (4,00 %) que se 

obtiene mediante incineración no excede del 8 % referido al peso en seco y en relación a pH 

(4,48) y acidez titulable (0,35) son aceptados de acuerdo al estudio de Diaz, 2001 a las 

condiciones de un alimento probiótico. Los resultados obtenidos permiten considerar a este 

procesamiento biológico como una estrategia interesante y promisoria para el mejoramiento de 
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harinas de legumbres aplicables al desarrollo de nuevos alimentos de alta calidad nutricional y 

funcional.   

En ambos métodos (ajuste de agua del punto isoeléctrico y solución hidroalcohólica) al 

final se realizó una regulación de pH 4,5 con ambos tipos de leguminosas, con el objetivo que 

las bacterias estén un pH ácido para su estabilidad.  

La acidez también es alta en ambos casos, lo que sugiere una fermentación efectiva y la 

producción de ácidos orgánicos por parte de las bacterias probióticas. Estas condiciones ácidas 

son importantes para la viabilidad y actividad de las bacterias probióticas, ya que ayudan a inhibir 

el crecimiento de bacterias no deseadas y a mantener la estabilidad del producto. Por lo tanto, 

los resultados sugieren que ambos productos probióticos están bien fermentados y podrían ser 

beneficiosos para la salud intestinal (Castro Crespo, 2020). 

Análisis de componentes principales  

En la figura 10. Según el análisis del gráfico de componentes principales rotado, se 

observan varias asociaciones y no asociaciones entre las variables analizadas. Las variables 

Proteína y Ceniza están altamente correlacionadas, ya que se sitúan muy próximas en el 

componente 1 con valores positivos, lo que sugiere una fuerte asociación entre ellas. En 

contraste, la variable Acidez se destaca sola en el componente 2, indicando una baja asociación 

con las demás variables. Asimismo, el pH aparece aislado en el componente 3 con un valor alto, 

señalando una escasa relación con las otras variables. 

Por otro lado, las variables no muestran asociación entre sí. La variable Humedad, 

aunque se encuentra cerca del componente 1, su valor cercano a cero indica una débil asociación 

con las variables Proteína y Ceniza en este componente. Además, tanto Acidez como pH están 

en componentes diferentes con valores altos, lo que confirma la falta de asociación entre ellas. 

En resumen, Proteína y Ceniza exhiben una asociación fuerte, mientras que Acidez y pH están 



 
 

93 
 

desvinculadas entre sí y con las demás variables. Humedad no presenta una asociación clara 

con ninguna de las otras variables en este análisis de componentes principales. 

Figura 10. 

Componentes principales en espacio rotado de variables estudiadas.   

  
 

Análisis Microbiológico  

Tabla 36 

Resultados del análisis microbiológico para el mejor tratamiento 

Prueba microbiológica 

UFC/mL 

Soja* Ajuste del Agua al Punto Isoeléctrico*L. 

plantarum 

Petrifilm™ para Recuento 

de Enterobacterias (EB) 

Ausencia 

Petrifilm™ para Recuento Rápido 

de Aerobios (RAC) 
1𝑥106 

Petrifilm™ para Recuento 

de Coliformes (CC) 
Ausencia 

Nota. UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por mililitro. 
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La Tabla 36 establece que el concentrado proteico con la bacteria ácido láctica L. 

plantarum definido después del análisis fisicoquímico, indicó que no existe crecimiento de 

enterobacterias y coliformes. En cambio, en aerobios se visualizó crecimiento de aerobios ( 

1𝑥106 UFC/mL) esto es congruente con los resultados de Parra Huerta, 2010, indica que la 

concentración sugerida de bacterias ácido lácticas está en el rango 106- 107 ufc/g de producto. 

En otro estudio (Perez et al., 2020) indica que para considerar la dosis requerida para generar 

un impacto positivo en la salud del huésped, es importante establecer la dosis terapéutica cepa-

especif́ica. Esta dosis es muy variable, dependiendo de la cepa y de las indicaciones, pero 

oscilan entre 1𝑥106 −1011 UFC/dosis (suele ser entre 1 millón y 10000 millones de UFC/dosis), 

y deben llegar viables ≥ 1𝑥106 UFC/dosis al intestino delgado y de ≥ 1𝑥108UFC/dosis al colon. 

Estos alimentos con actividad probiótica pueden ser seleccionados para utilizarse tanto en la 

prevención, como en el tratamiento de diferentes procesos patológicos, y es por ello que se 

considera necesario establecer una dosis diaria recomendada de microorganismos.  
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Conclusiones   

Factor A: Leguminosas  

Respecto a la hipótesis nula (Ho), que afirmaba que los dos tipos de leguminosas (soja y 

frijol canario) no influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico, los resultados 

muestran que existen diferencias significativas en el contenido de proteína entre las dos 

leguminosas, lo que indica que la Ho debe ser rechazada.  

La hipótesis alternativa (H1), que sugiere que los dos tipos de leguminosas influyen en los análisis 

bromatológicos del alimento probiótico, se confirma debido a las diferencias significativas 

encontradas en el contenido de proteína entre la soja y el frijol canario. Por lo tanto, los resultados 

respaldan la idea de que el tipo de leguminosa utilizada tiene un impacto significativo en las 

características bromatológicas del concentrado proteico enriquecido con bacterias ácido lácticas 

para fines probióticos. 

Factor B: Métodos   

Los resultados muestran que el método de extracción por agua ajustada al punto 

isoeléctrico presenta diferencias significativas en el contenido de proteína y cenizas en 

comparación con el método por solución hidroalcohólica. Sin embargo, no se observaron 

diferencias significativas en humedad, acidez titulable y pH entre ambos métodos. Por lo tanto, 

se rechaza la hipótesis nula (Ho) y se acepta la hipótesis alternativa (H1), que indica que los 

métodos de extracción por agua ajustada al punto isoeléctrico y solución hidroalcohólica sí 

influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico. 

Factor C: Bacterias ácido lácticas 

Los resultados obtenidos indican que hay diferencias significativas en el contenido de acidez y 

pH entre las dos bacterias ácido lácticas, L. reuteri y L. plantarum, mientras que no hay 

diferencias significativas en proteína, humedad y cenizas. Estos hallazgos sugieren que la 
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bacteria utilizada puede influir en algunas características del concentrado proteico, pero no en 

todas. 

Dado que se encontraron diferencias significativas en algunas variables, se rechaza la hipótesis 

nula (Ho) de que las dos bacterias ácido lácticas no influyen en los análisis bromatológicos del 

alimento probiótico. En cambio, se acepta la hipótesis alternativa (H1) de que las bacterias ácido 

lácticas L. reuteri y L. plantarum influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico. 

Por lo tanto, la elección de la bacteria ácido láctica utilizada en la producción de concentrado 

proteico enriquecido con bacterias ácido lácticas para fines probióticos puede tener un impacto 

en ciertas características del producto final, como la acidez y el pH. 

Interacción AB: Leguminosas*Métodos 

De los resultados obtenidos, se acepta la hipótesis alternativa (H1) de que la interacción 

entre los tipos de leguminosas y los métodos de extracción proteica influyen en los análisis 

bromatológicos del alimento probiótico. Se observó que la soja tuvo un contenido 

significativamente mayor de proteínas y cenizas en comparación con el frijol canario, 

independientemente del método de extracción de proteínas. Además, el método de extracción 

influyó en el contenido de proteínas y cenizas, siendo el agua ajustada al punto isoeléctrico más 

efectiva en general. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la humedad, 

acidez titulable y pH en la interacción entre los tipos de leguminosas y los métodos de extracción. 

Estos hallazgos sugieren que la elección del tipo de leguminosa y el método de extracción puede 

afectar la composición bromatológica del alimento probiótico. 

 

 Interacción AC: Leguminosas*Bacterias Ácido Lácticas 

En base a los resultados presentados, se acepta la hipótesis alternativa (H1) que 

establece que la interacción entre los tipos de leguminosas y la aplicación de bacterias ácido 
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lácticas influyen en los análisis bromatológicos del alimento probiótico. Esto se evidencia en las 

diferencias significativas encontradas en la proteína (%) y el pH, donde se observan variaciones 

entre las leguminosas y las bacterias utilizadas. Sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas en la humedad (%), cenizas (%), y acidez titulable (%), lo que sugiere que estas 

variables no se ven afectadas por la interacción entre los tipos de leguminosas y las bacterias 

ácido lácticas. 

 

Interacción BC: Métodos*Bacterias Ácido Lácticas 

En este estudio, se encontraron diferencias significativas en la concentración de proteínas 

entre los métodos de extracción de proteínas (agua ajustada al punto isoeléctrico y solución 

hidroalcohólica) y las bacterias ácido lácticas utilizadas (L. reuteri y L. plantarum). Esto sugiere 

que la interacción entre los métodos de extracción proteica y las bacterias ácido lácticas sí influye 

en los análisis bromatológicos del alimento probiótico, lo que respalda la hipótesis alternativa 

(H1). Además, se observaron diferencias significativas en la acidez titulable y el pH, lo que 

también indica que la interacción entre los métodos de extracción de proteínas y las bacterias 

ácido lácticas influye en estas características del alimento probiótico. Por lo tanto, se acepta la 

hipótesis alternativa (H1) y se concluye que la interacción entre los métodos de extracción 

proteica y la aplicación de bacterias ácido lácticas sí influyen en los análisis bromatológicos del 

alimento probiótico. 

Interacción ABC: Leguminosas*Métodos*Bacterias Ácido Lácticas 

basada en los resultados obtenidos es que se acepta la hipótesis alternativa (H1), que 

establece que la interacción entre los tipos de leguminosas, los métodos de extracción y la 

aplicación de bacterias ácido lácticas influyen en los análisis bromatológicos del alimento 

probiótico. Esto se deduce de los grupos homogéneos encontrados en las variables estudiadas, 
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donde se observaron diferencias significativas en el contenido de proteína, humedad, cenizas, 

acidez titulable y pH en función de los diferentes tratamientos aplicados. En particular, el 

tratamiento con Soja con Punto Isoeléctrico y L. plantarum se destacó como el más adecuado en 

base a los resultados analizados. 

 

Recomendaciones 

Utilizar leguminosas de alta calidad y libres de contaminantes para garantizar la calidad 

y seguridad del producto final. 

 Utilizar métodos de extracción eficientes para obtener concentrados proteicos de alta 

pureza y rendimiento. El punto isoeléctrico de las proteínas y la extracción no proteica con etanol 

son aspectos clave a considerar en este proceso. 

Realizar pruebas para evaluar las propiedades funcionales de los concentrados proteicos, 

como la capacidad de emulsificación, capacidad de retención de agua y capacidad espumante, 

para garantizar su adecuado desempeño en aplicaciones alimentarias. 

Realizar pruebas en campo sobre la viabilidad del producto en una población de personas 

o en animales.  
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