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RESUMEN

La subutilizacién industrial del haba en Ecuador, pese a su alto contenido proteico y
sus beneficios agroecologicos, representa una oportunidad valiosa para el desarrollo de
ingredientes alimentarios funcionales y sostenibles. La presente investigacion tuvo como
objetivo comparar tres metodologias de extraccion de proteina a partir de harina de haba (Vicia
faba L.) ecuatoriana para identificar el método mas eficiente y funcional para su aplicacion en
la industria alimentaria. Se aplicéd un disefio completamente al azar con tres tratamientos
(métodos de extraccion: micelizacion, extraccion asistida por ultrasonido y precipitacion
alcalino-acida) y 4 repeticiones. Los datos fueron evaluados estadisticamente mediante analisis
de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey con un nivel de significancia del 5 % (p < 0,05). Las
fracciones proteicas resultantes fueron evaluadas en cuanto a su rendimiento, propiedades
espumantes y emulsificantes, asi como caracteristicas cromaticas. El método de precipitacion
alcalino-acida alcanzé el mayor rendimiento proteico (44,08 %), significativamente superior
(p < 0.05) al de los métodos de micelizacion (30,53 %) y ultrasonido (29,21 %). Sin embargo,
no se observaron diferencias significativas en las propiedades tecnofuncionales entre los
tratamientos (p > 0.05). Todos los aislados presentaron alta capacidad y estabilidad espumante
(>99% y >97 %, respectivamente), pero una capacidad y estabilidad emulsificante baja
(<18 %), lo que limita su aplicacion a productos que no requieran alta estabilidad interfacial.
Los tres métodos generaron aislados con una apariencia visual clara y adecuada, presentando
valores de luminosidad superiores a 82 e indices de blancura por encima de 29. Estas
caracteristicas sugieren una buena calidad visual del aislado, lo que ademas no generaria
cambios perceptibles en el color de los alimentos en los que sea aplicado. Si bien la
precipitacion alcalino-acida es mas eficiente en términos de cantidad de proteina recuperada,
los métodos de micelizacion y ultrasonido conservan mejor la funcionalidad de las proteinas.
Por tanto, la eleccion del método dependera del propdésito tecnoldgico del aislado. Esta
investigacién contribuye al aprovechamiento de un cultivo local subvalorado, promoviendo la

innovacion tecnologica, la diversificacidn productiva y el desarrollo rural sostenible.

Palabras clave: Vicia faba L., aislado proteico, propiedades funcionales, sostenibilidad

alimentaria, innovacion tecnologica, proteinas vegetales.



ABSTRACT

The underutilization of faba bean (Vicia faba L.) in Ecuador’s food industry, despite its
high protein content and agroecological benefits, represents a valuable opportunity for the
development of functional and sustainable food ingredients. This study aimed to compare three
protein extraction methods using Ecuadorian faba bean flour in order to identify the most
efficient and functionally appropriate technique for application in the food industry. A
completely randomized design was applied with three treatments (extraction methods:
micellization, ultrasound-assisted extraction, and alkaline-acid precipitation) and four
replications. The data was statistically analyzed using ANOVA and Tukey’s test at a 5%
significance level (p < 0.05). The resulting protein isolates were evaluated based on yield,
foaming and emulsifying properties, and color characteristics.The alkaline-acid precipitation
method achieved the highest protein yield (44.08%), significantly higher (p < 0.05) than
micellization (30.53%) and ultrasound (29.21%). However, no significant differences were
observed in the techno-functional properties among the treatments (p > 0.05). All isolates
exhibited high foaming capacity and stability (>99% and >97%, respectively), but low
emulsifying capacity and stability (<18%), limiting their use to products that do not require
high interfacial stability. The three methods produced isolates with a clear and visually
acceptable appearance, showing luminosity values above 82 and whiteness indices over 29.
These traits suggest good visual quality, with minimal impact on the appearance of the final
food product. While alkaline-acid precipitation is more efficient in terms of protein recovery,
micellization and ultrasound better preserve protein functionality. Therefore, the selection of
the extraction method should depend on the intended technological application of the isolate.
This research contributes to the valorization of an underexploited local crop, promoting
technological innovation, productive diversification, and sustainable rural development.
Keywords: Vicia faba L., protein isolate, techno-functional properties, sustainable food

systems, plant proteins, food innovation.
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INTRODUCCION

En las dltimas décadas, el sistema alimentario global ha experimentado
transformaciones profundas como resultado de la convergencia de factores sociales,
ambientales, economicos y tecnologicos. El crecimiento poblacional, sobreexplotacion
acelerada de los recursos naturales, deterioro del medio ambiente y los desafios en torno a la
salud publica han impulsado una tendencia global hacia dietas méas sostenibles, saludables y
basadas en plantas. A nivel del consumidor, la creciente preocupacion por el bienestar animal,
la reduccion de la huella de carbono, y la prevencién de enfermedades degenerativas crénicas
no transmisibles ha generado una demanda cada vez mayor de alimentos de origen vegetal,
especialmente aquellos con alto contenido proteico. Este contexto ha estimulado la
investigacion y el desarrollo de nuevas fuentes de proteinas alternativas a las de origen animal,
impulsando la innovacién en ingredientes alimentarios funcionales y sostenibles (Poore &
Nemecek, 2018). Entre las alternativas emergentes, las leguminosas ocupan un lugar destacado
debido a su excelente perfil nutricional, caracterizado por un alto contenido de proteina, fibra
dietética, minerales esenciales y compuestos bioactivos. Ademas, su capacidad para fijar
nitrébgeno y su bajo impacto ambiental las posicionan como una opcién sostenible y
prometedora. Estas caracteristicas las convierten en cultivos fundamentales para enfrentar los
desafios del cambio climatico y fortalecer la seguridad alimentaria a nivel global. Entre las
leguminosas que han recibido atencion en la literatura cientifica y en la industria alimentaria
se encuentran la soya, el garbanzo y la arveja. No obstante, otras especies relevantes, como la
Vicia faba L., conocida cominmente como haba, han sido subvaloradas y subutilizadas en
términos de su potencial industrial, a pesar de contar con atributos nutricionales y funcionales

destacables (Foyer et al., 2016).
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La Vicia faba L. es una leguminosa con un contenido de proteinas que varia entre el
20% vy el 35% segun el cultivar y las condiciones agroecoldgicas. Contiene todos los
aminoacidos esenciales, con niveles particularmente altos de lisina, leucina y arginina y la
metionina como aminodcido limitante. Ademas, es fuente de fibra dietética, minerales como
hierro y zinc, y compuestos bioactivos entre los que se destacan los polifenoles. Su cultivo es
agronomicamente eficiente, adaptable a distintos climas y aporta beneficios ecoldgicos al
sistema agricola al mejorar la fertilidad del suelo a través de la fijacion simbidtica de nitrogeno.
Sin embargo, a pesar de estas ventajas, su industrializacion como fuente de aislados de proteina
continda siendo limitada, en especial en paises en vias de desarrollo (INIAP, 2023; Multari et
al., 2015).

En Ecuador, la Vicia faba L. se cultiva principalmente en la regién andina, en provincias
como Imbabura, Carchi, Pichincha y Tungurahua. Es sembrada en altitudes que oscilan entre
los 2.200 y 3.500 metros sobre el nivel del mar, donde se integra a sistemas agricolas de
pequefa escala, tipicamente asociados a practicas de agricultura familiar. El cultivo forma parte
importante de la dieta tradicional y se comercializa principalmente como producto fresco o
minimamente procesado en mercados locales. Esta forma de comercializacion representa una
importante limitacion para el desarrollo econémico de los productores, ya que la falta de valor
agregado reduce los margenes de ganancia y mantiene a las comunidades rurales en situaciones
de wvulnerabilidad econdmica (INEC, 2022). Asimismo, esta situacion limita el
posicionamiento del cultivo dentro de la industria alimentaria moderna, impidiendo su
proyeccion hacia mercados nacionales o internacionales més sofisticados.

La problematica central que enfrenta la Vicia faba L. en Ecuador radica en la ausencia
de innovacion tecnoldgica orientada a su procesamiento industrial. En la actualidad, existen
muy pocas lineas de produccion estandarizadas o plantas piloto que permitan extraer y purificar

proteinas de este grano a escala industrial. Esta carencia técnica, sumada a la limitada
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articulacion entre el sector académico, productivo y estatal, ha mantenido el cultivo en una
situacion de estancamiento, restringiendo su potencial para generar empleos, aumentar la
seguridad alimentaria y dinamizar las economias rurales. Este escenario contrasta con el
crecimiento sostenido del mercado global de proteinas vegetales, cuya expansion anual se
estima en més del 7% y se proyecta que supere los 25 mil millones de délares estadounidenses
para el afio 2027 (Grand View Research, 2021; INIAP, 2023).

Desde el enfoque de la ingenieria en alimentos, esta situacion presenta una oportunidad
estratégica para desarrollar soluciones tecnoldgicas viables que permitan transformar la Vicia
faba L. en un ingrediente alimentario de alto valor. La implementacién de procesos eficientes
para la extraccion de aislados proteicos no solo puede aumentar la rentabilidad del cultivo, sino
también generar impactos positivos a nivel econémico, social, ambiental y de salud publica.
El andlisis de esta problematica requiere una vision integral que considere las multiples
dimensiones del entorno: las necesidades del mercado global, las capacidades locales de
produccion, los habitos culturales de consumo, las condiciones ambientales del territorio, las
restricciones econémicas de los productores y los beneficios nutricionales para el consumidor
(INIAP, 2023; Multari, Stewart, & Russell, 2015).

En el ambito social, el aprovechamiento industrial de cultivos como Vicia faba L. no
solo representa una mejora tecnoldgica, sino también una via concreta para promover empleos
dignos en zonas rurales, fortalecer cadenas productivas inclusivas y generar ingresos
sostenibles para pequefios productores. La implementacién de procesos de valor agregado
puede dinamizar economias locales y reducir la migracion interna, especialmente cuando se
promueve la equidad en la distribucion de beneficios y el respeto por los derechos laborales.
Ademas, el desarrollo de ingredientes funcionales a partir de leguminosas contribuye a mejorar
el acceso a alimentos nutritivos para poblaciones vulnerables, alinedndose con un enfoque de

seguridad alimentaria mas justo y accesible (Njuki et al., 2023).
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El aislamiento de proteinas a partir de leguminosas es un proceso ampliamente
estudiado. Entre las metodologias més utilizadas se encuentra la precipitacion alcalino-4cida,
que consiste en solubilizar las proteinas a pH alcalino para luego precipitar en su punto
isoeléctrico. Este método es econdmico, sencillo y permite obtener fracciones proteicas con
alta pureza, aunque con riesgos asociados a la desnaturalizacion parcial si no se controlan
adecuadamente las condiciones del proceso (Stone et al., 2015). Otra técnica de creciente
interés es la extraccion asistida por ultrasonido, que utiliza cavitacion acustica para mejorar la
disrupcion celular y la solubilizacion de las proteinas. Esta técnica ha demostrado ser eficiente
y cuidadosa con la funcionalidad de las proteinas, aunque requiere equipamiento especializado
y mayor control de la temperatura, intensidad y tiempo de exposicion (Zhou et al., 2021). Por
otro lado, la micelacion inducida por pH es una estrategia innovadora basada en la formacién
de agregados micelares que pueden separarse mediante centrifugacion y permite obtener
proteinas con alto rendimiento y funcionalidad y ha mostrado resultados prometedores en
estudios recientes realizados con Vicia faba L. (Jeganathan et al., 2024).

Para determinar el mejor método de extraccion que facilite la obtencién de un aislado
proteico de calidad y con aplicaciones reales en procesos y formulaciones alimentarias, se
deben determinar diferentes parametros. EI rendimiento proteico esté directamente relacionado
con la extraccion, ya que permite comparar cuanta proteina se logré recuperar efectivamente
con cada metodologia y refleja la eficiencia del proceso (Kamani et al. 2024). La capacidad
espumante indica la habilidad de una proteina para atrapar aire durante la agitacion y la
estabilidad espumante evalla cuanto tiempo se mantiene esa espuma sin colapsar. Estas
propiedades son clave en productos como mousses, bebidas o sustitutos de huevo (Cermefio et
al., 2024). La capacidad emulsificante determina la habilidad de una proteina para estabilizar
una mezcla de agua y aceite (emulsion) y es fundamental en productos como salsas, aderezos

0 productos carnicos alternativos. La estabilidad emulsificante se refiere al tiempo que
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permanece sin separarse en fases (Cano-Medina et al., 2011). Las caracteristicas cromaticas
del aislado proteico son comercialmente relevantes, por su efecto en la aceptabilidad visual del

ingrediente y del producto donde ha sido aplicado (Kamani et al. 2024).

Investigaciones de este tipo contribuiran al fortalecimiento del conocimiento cientifico
sobre una leguminosa subvalorada, que podria generar futuras aplicaciones tecnoldgicas,
nutricionales y comerciales. Ademas, impactarian positivamente en el desarrollo rural, al
ofrecer a los productores una nueva via de valorizacion de su cosecha. Asimismo, favorecerian
la diversificacion de la matriz productiva ecuatoriana, reduciendo la dependencia de productos
de exportacion tradicionales. Es importante también la contribucién al fortalecimiento de un
sistema alimentario mas sostenible, equitativo y resiliente, alineado con los Objetivos de
Desarrollo Sostenible, particularmente aquellos relacionados con la erradicacion del hambre,
la mejora de la nutricion, la promocion de la agricultura sostenible y la innovacion industrial
(Njuki et al., 2023).

A partir de estas consideraciones, esta investigacion tuvo como objetivo general
comparar tres metodologias de extraccién de proteinas de Vicia faba L. de origen ecuatoriano:
micelacion, extraccion ultrasonica y precipitacion alcalino-acida, con el fin de identificar la
maés adecuada y su potencial aplicacion como ingrediente proteico en la industria alimentaria.
Para esto, se evaluo la eficiencia de cada metodologia mediante el andlisis de pardmetros
criticos como el rendimiento en la extraccién de proteinas y las propiedades tecnofuncionales
de las fracciones proteicas. Estas propiedades incluyeron la capacidad espumante, capacidad
emulsificante, la estabilidad de emulsiones y espumas, asi como las caracteristicas cromaticas,

en funcion de su aplicabilidad en el disefio y desarrollo de matrices alimentarias funcionales.
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METODOLOGIA

1. Materia primay pretratamiento

Para el desarrollo de esta investigacion, se utiliz6 como materia prima el haba (Vicia faba
L.), obtenida en estado fresco de mercados locales en la region andina del Ecuador. Las habas
frescas fueron seleccionadas manualmente para eliminar granos dafiados o en mal estado. Se
sometieron a un lavado con agua potable, escaldado por 2 minutos a 91°C y pelado manual de
la cdscara. Luego, fueron deshidratas (deshidratador Magic Mill MFD-7070) a una temperatura
constante de 55 °C durante 18 horas. Durante este procedimiento se elabord una curva de
secado, registrando el peso de la muestra en intervalos regulares para identificar el
comportamiento de pérdida de humedad. Una vez alcanzado un contenido de humedad del 9,61
%, las habas deshidratadas fueron molidas hasta obtener una harina homogénea, que fue
tamizada a través de un tamiz de malla 200 (abertura 75 um) para asegurar una granulometria
fina y uniforme. Este contenido de humedad se encuentra dentro del rango recomendado para
harinas de leguminosas, ya que valores inferiores al 10 % permiten garantizar una mayor
estabilidad durante el almacenamiento, al reducir la actividad de agua y el riesgo de deterioro
microbioldgico (Jiménez-Martinez et al., 2003). Esta harina fue almacenada en refrigeracion a

4°C hasta su uso.

2. Disefio experimental

Se aplicé un disefio completamente al azar (DCA) para analizar tres métodos de extraccién
de aislados de proteina de haba: micelizacion, extraccion asistida por ultrasonido y
precipitacion alcalino-acida. Se generaron, por lo tanto, tres tratamientos y al aplicar 4
repeticiones, se obtuvo un total de 12 unidades experimentales.
Las variables de salida incluyeron el rendimiento proteico, capacidad espumante, estabilidad

espumante, capacidad emulsificante, estabilidad emulsificante y caracteristicas cromaticas.
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Los datos obtenidos fueron evaluados estadisticamente mediante andlisis de varianza

(ANOVA) y prueba de Tukey con un nivel de significancia del 5 % (p < 0,05).

3. Meétodos de extraccion de aislado proteico

Cada uno de los métodos de extraccion fue ejecutado bajo condiciones especificas, con el

objetivo de precipitar las proteinas presentes en la harina de haba.

3.1. Micelizacién

Esta metodologia conserva la funcionalidad de las proteinas mediante un proceso suave de
separacion, evitando el uso de solventes organicos o agentes quimicos agresivos que puedan
desnaturalizar las estructuras proteicas. El protocolo utilizado en este trabajo fue una
adaptacion a la metodologia de Jeganathan et al. (2024). Se pes6 10 gramos de harina de Vicia
faba L. (Balanza analitica ML204T, capacidad maxima 220 g; resolucion: 0.1 mg) y se
adiciono6 10 mililitros de agua destilada precalentada a 35 °C. El pH se ajust6 a un valor entre
9,0 y 10,0; utilizando NaOH 1 M, para beneficiar la solubilizacion de proteinas globulares
como legumina y vicilina (Kamani et al., 2024). La mezcla fue agitada a 500 rpm en un agitador

magnético, con temperatura controlada de 35 °C.

3.2. Extraccion asistida por Ultrasonido

Técnica fisico-mecanica basada en la cavitacidn acustica que facilita la disrupcion de las
paredes celulares y mejora la liberacion de proteinas al medio liquido. Siguiendo la
metodologia propuesta por Badjona et al. (2024), se pesé 10 gramos de harina de Vicia faba L.
(Balanza analitica ML204T, capacidad maxima 220 g; resolucion: 0.1 mg) y se suspendié en
10 mililitros de agua destilada (relacion 1:10 (p/v)), a temperatura ambiente. La mezcla fue
homogeneizada mediante agitacion a 500 rpm en un agitador magnético. Se ajusté el pH de la
solucion a un rango alcalino entre 10,5 y 11,0 utilizando NaOH 1 M, con el fin de maximizar

la solubilizacion de proteinas estructurales como vicilina y legumina.
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La suspension fue sometida a un tratamiento en bafio ultrasénico con frecuencia de 40 kHz
y potencia de salida de 120 W durante 40 minutos. Este tratamiento induce la ruptura celular y
mejora la accesibilidad de las proteinas, sin provocar una desnaturalizacion significativa de su

estructura terciaria si se controla adecuadamente la temperatura (Gulzar et al., 2024).

3.3. Precipitacion Alcalino-Acido

Estrategia convencional ampliamente aplicada en la obtencion de aislados proteicos a
partir de leguminosas, que se basa en la solubilizacién de las proteinas a pH alcalino, seguido
de su precipitacion en el punto isoeléctrico. Segun lo establecido por Sheikh et al. (2023) se
pesaron 10 gramos de harina de Vicia faba L. (Balanza analitica ML204T, capacidad méxima
220 g; resolucién: 0.1 mg) y se suspendieron en 10 mililitros de agua destilada, es decir una
relacion 1:10 (p/v). Se afiadié cloruro de sodio (NaCl) a una concentraciéon de 1 g/L con el
objetivo de mejorar la solubilizacion de proteinas globulares mediante la modificacion de la
fuerza i6nica del medio. La mezcla fue agitada durante 60 minutos a 500 rpm en un agitador
magnético.

De acuerdo a Badjona et al. (2024), el pH de la suspension fue ajustado entre 10.5y 11.0
con hidroxido de sodio (NaOH) 1 M, que promueve la disociacion de enlaces no covalentes y

facilita la solubilizacion de proteinas como legumina y convicilina.

3.4. Recuperacion de la proteina

Luego de aplicar el método de extraccion correspondiente, se recuperd la proteina
mediante la misma metodologia. Para eliminar la fraccion insoluble se realiz6 una
centrifugacion a 1296 x g (Centrifuga HERMLE Z206A), durante 20 minutos. El sobrenadante
fue recuperado y se ajusto su pH a un rango de 4.0 a 4.5 mediante la adicion de acido clorhidrico

(HCI) 1 M, para precipitar las proteinas en su punto isoeléctrico.
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La mezcla reposé durante 1 hora a temperatura ambiente facilitando la formacion de
agregados proteicos, que fueron posteriormente separados por una segunda centrifugacion bajo
las mismas condiciones. El concentrado proteico resultante fue congelado a -20 °C y liofilizado

durante 48 horas para su almacenamiento y analisis.

4. Variables de Salida

La Tabla 1 presenta las variables de salida con las especificaciones establecidas para

determinar los mejores tratamientos, asi como los métodos de analisis.

Tabla 1. Variables de salida

Variable de | Especificacion | Referencia Método de analisis | Referencia
salida

Rendimiento Mas alto | Kamani et al., | Determinacion  de | AOAC, 2005
proteico (=100%) 2024 nitrégeno total por el

método Kjeldahl
(AOAC Oficial

Method
978.04)
Estabilidad Mas alto | Cermefio et al., | Método de | Amagliani et
espumante (%) | (=100%) 2024 espumado por | al., 2016
agitacion
Capacidad Mas alto | Cermefio et al., | Método de | Amagliani et
espumante (%) | (=100%) 2024 espumado por | al., 2016
agitacion
Estabilidad Mas alto | Cano-Medina | Centrifugacion tras | Wang &
emulsificante(%) | (=100%) etal., 2011 incubacion a 80 °C, | Kinsella,

calculo por altura de | 1976
la fase emulsificada

(%)
Capacidad Maés alto | Cano-Medina | Mezcla ~a  alta | Wang &
emulsificante(%) | (=100%) etal., 2011 velocidad con aceite, | Kinsella,

calculo por altura de | 1976
la fase emulsificada

(%)
L Mas alto | Kamani et al., | Colorimetria Kamani et
(=100) 2024 instrumental con | al., 2024
escala CIE-Lab*
a Maés bajo Kamani et al., | Colorimetria Kamani et
(= negativos) | 2024 instrumental al., 2024
(coordenada

a*)
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b Maés alto | Kamani et al., | Colorimetria Kamani et
(=100) 2024 instrumental al., 2024
(coordenada
b*)
WI Més alto | Kamani et al., | Célculo a partir de | Kamani et
(=100) 2024 coordenadas (L*, a* | al., 2024
y b*)

4.1. Rendimiento proteico

El rendimiento de extraccion representa la eficiencia del proceso para recuperar proteinas
desde la materia prima. En este estudio, se determino el contenido de proteina en 0.5 g de
muestra (Balanza analitica ML204T, capacidad maxima 220 g; resolucion: 0.1 mg) tanto en la
harina de haba (Vicia faba L.) como en los aislados obtenidos, utilizando el método Kjeldahl
(Official Method 978.04), conforme a AOAC (2005). El contenido total de nitrogeno fue
convertido a proteina cruda multiplicando por el factor estandar de conversién de 6.25.

El rendimiento proteico fue calculado como el porcentaje de proteina obtenida en el aislado

respecto al contenido inicial en la harina seca, mediante la ecuacion 1.

Masa de proteina en el aislado (g)

Rendimiento (%) = ( )x 100 (1)

Masa de proteina en la harina original (g)

Este parametro permite evaluar la eficiencia comparativa de los tratamientos de extraccion
aplicados, ya que refleja tanto la capacidad del método para solubilizar las fracciones proteicas

como la recuperacion efectiva del componente funcional (Kamani, Meera, & Shyamala, 2024).

4.2. Capacidad y estabilidad espumante

Conforme a la metodologia modificada de Cermefio et al. (2024), 2.5 g de aislado de
proteina de haba (Balanza analitica ML204T, capacidad maxima 220 g; resolucion: 0.1 mg)
se mezclo en 20 mL de agua destilada, se agitd manualmente durante 2 minutos para facilitar

la hidratacion y se homogeniz6 a la velocidad 1 (600 rpm), durante un minuto, en una licuadora
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Oster de tres velocidades. La mezcla se transfirio a tubos de centrifuga Falcon graduados de
50 mL. La capacidad espumante (CE) se determind inmediatamente después del licuado,
registrando el volumen total (espuma + liquido) en una probeta de 100 mL, y se aplico la

ecuacion 2.

Ve=V;
CE(%) = (fT) x 100 @)
Donde:
Vs = volumen total tras licuado (espuma + liquido) (mL)

V; = volumen inicial de la solucion (20mL)
La estabilidad espumante (EE) fue calculada (ecuacién 3), después de un reposo de 30
minutos a temperatura ambiente, registrando nuevamente el volumen de espuma + liquido

(mL) remanente.

EE(%) = (Vvif")xmo @3)

Donde

V30= volumen de espuma + liquido (mL) a los 30 minutos.

4.3.Capacidad y estabilidad emulsificante

La capacidad y estabilidad emulsificante se midieron segin el procedimiento adaptado de
Wang y Kinsella (1976). Se pesaron 250 mg de aislado proteico de haba (Balanza analitica
ML204T, capacidad maxima 220 g; resolucién: 0.1 mg) y se dispersaron en 25 mL de agua
destilada. A esta mezcla se afiadié 5 mL de aceite de maiz y se homogeneizé durante 1 minuto
a la velocidad 1 (600 rpm) en una licuadora Oster de tres velocidades. Tras la emulsificacion,

la mezcla se transfirié a tubos de centrifuga graduados (Falcon de 50 mL) y se centrifugd a
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2026 x g (Centrifuga HERMLE Z206A) durante 5 minutos. La capacidad emulsificante (CEm)

se calcul6 mediante la ecuacion 4.

CEm (%) = (Z_t) x100 (4)

Donde
h, = altura de la capa emulsificada (cm)
hs = altura total de la muestra (cm)
Para la estabilidad emulsificante (EEm), se incubd previamente la emulsién a 80 °C durante

30 minutos antes de la centrifugacion y se calculd la estabilidad emulsificante con la ecuacion

(4).

4.4. Caracteristicas Cromaticas (CIE Lab*)

Las caracteristicas cromaticas fueron determinadas con un colorimetro (Chroma meter CR-
400) que proporciona valores en el espacio CIE Lab*, segun lo descrito por Kamani et al.
(2024). Este sistema permite registrar pardmetros clave relacionados con la apariencia del
aislado proteico:

L*: luminosidad (0 = negro, 100 = blanco)
a*: eje rojo-verde (positivo = rojo, negativo = verde)
b*: eje amarillo-azul (positivo = amarillo, negativo = azul)
Adicionalmente, se calcul6 el indice de blancura (W1) segun Kamani et al., (2024) con

la formula 5.

WI =100 — /(100 — L*)% + a*2 + b*2 (5)

WI (indice de blancura)= (0 = negro, 100 = blanco) (ecuacion 5)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que el haba (Vicia faba L.) es una fuente importante de proteinas en la dieta
ecuatoriana y se analizaron comparativamente tres metodologias de extraccion (micelizacion,
extraccion ultrasonica y precipitacion alcalino-acida) considerando el rendimiento proteico
obtenido como su efecto sobre propiedades tecnofuncionales clave y atributos estructurales
determinantes para su potencial aplicacion en productos alimenticios procesados.

Como se observa en la Tabla 2 existi6 diferencia significativa (p < 0,05) Unicamente en

el rendimiento de los tratamientos.
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Tabla 2. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de Capacidad espumante (CEs) (%), Estabilidad espumante (EEs)(%), Capacidad emulsificante

(CEm) (%), Estabilidad emulsificante (EEm) (%), Rendimiento proteico (R) (%) y Caracteriticas cromaticas de los tratamientos.

Cuadrados medios

Caracteristicas Cromaticas

R CEs EEs CEm EEm
Fuentes de Variacion | GL (%) (%) (%) (%) (%) L* a* b* WI
Tratamientos 2 541,4** | 0,11n.s. | 0,34n.s. 18,13n.s. | 17,95n.s. 0,42n.s. 0.72n.s. 11,10n.s. | 5,86n.s.
Error experimental 9 168,1 3,31 4,435 20,93 21,38 12,38 12,22 112.26 97,43
Total 11 709,5 3,25 4,77 39,06 39,33 12,81 12,93 123.37 103,31

** significativo al 5% de probabilidad por la prueba F

n.s. no significativo al 5% de probabilidad por la prueba F
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El rendimiento proteico es una variable critica que permite evaluar la eficiencia de los
métodos de extraccion utilizados, al expresar la proporcion de proteina recuperada respecto a
la contenida en la harina original. En este estudio, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre los tratamientos aplicados, confirmando que el tipo de extraccion
influy6 de forma directa en la cantidad de proteina recuperada (Tabla 2). Como muestra la
Tabla 3, la precipitacion alcalino-acida presentd el mayor rendimiento (44,08 %), superando
significativamente (p < 0,05), a la micelizacion (30,53 %) y a la extraccion asistida por
ultrasonido (29,21 %). El efecto combinado de las condiciones alcalinas promueve la ruptura
de interacciones no covalentes entre las proteinas y otros componentes de la matriz vegetal,
como polisacaridos o compuestos fendlicos y el ajuste a pH acido induce eficientemente la
precipitacion de proteinas en su punto isoeléctrico (Multari, Stewart, & Russell, 2015).

No obstante, es fundamental considerar que los tratamientos que emplean condiciones
extremas de pH, como en el caso del método alcalino-&cido, pueden inducir cierto grado de
desnaturalizacion proteica, afectando su funcionalidad posterior si no se controlan
adecuadamente las condiciones del proceso (Foyer et al., 2016). En cambio, los métodos menos
agresivos, como la micelizacion y el ultrasonido, tienden a preservar la estructura nativa de las
proteinas debido a que no involucran cambios drasticos de pH ni elevadas temperaturas. Estos
procedimientos, al generar modificaciones controladas y mantener la estabilidad
conformacional de las proteinas, favorecen una mayor integridad funcional del aislado (Gulzar
et al., 2024). Por ejemplo, el tratamiento por ultrasonido facilita el acceso a las proteinas sin
comprometer significativamente su estructura terciaria (Gulzar et al., 2024), mientras que la
micelizacion induce agregacion controlada en condiciones cercanas al punto isoeléctrico,
evitando alteraciones agresivas (Jeganathan et al., 2024). En el presente estudio (Tabla 3), no
hubo diferencia significativa entre el rendimiento de estos dos métodos de extraccion (p >

0,05).
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Tabla 3. Rendimiento proteico (%) de los tratamientos

Tratamiento Rendimiento proteico (%)*
Precipitacién alcalino-acida 44,08 £ 6,72a
Micelizacion 30,53 +1,73b
Asistido por ultrasonido 29,21 + 2,80b

*Medias + desviacién estandar

*Medias seguidas de por lo menos una misma no difieren entre si al 5% de probabilidad de la prueba de Tukey

La relacion entre cantidad extraida y calidad funcional debe considerarse al momento
de elegir un método de extraccidn, especialmente segln el destino tecnolégico o nutricional
del aislado. En concordancia con lo encontrado en esta investigacion, para Jeganathan et al.
(2024), aunque el rendimiento de extraccion mediante precipitacion alcalino-acida fue mayor
que el alcanzado con técnicas menos agresivas como la micelizacion y la extraccion asistida
por ultrasonido, estos ultimos métodos preservaron mejor la funcionalidad de las proteinas. A
pesar de la mayor eficiencia en recuperacion cuantitativa del método alcalino-acido, no se
evidenciaron diferencias significativas en las propiedades espumantes y emulsificantes asi
como tampoco en las caracteristicas cromaticas (Tabla 2), reafirmando que el rendimiento no
siempre garantiza una mayor calidad funcional del aislado proteico.

Los extractos proteicos obtenidos a partir de Vicia faba L., mediante las tres
metodologias evaluadas (micelizacion, ultrasonido y precipitacién alcalino-acido), mostraron
una alta capacidad de formacion de espuma, superando el 99 % en todos los tratamientos,
mientras que la estabilidad espumante se mantuvo en un rango entre 97,35 %y 97,72 % (Tabla
4). Estos datos evidencian un desempefio importante y sugiere un alto potencial para
aplicaciones en productos alimenticios aireados, como batidos, masas fermentadas y espumas

culinarias (Cermefio et al., 2024). Gulzar et al. (2024), reportaron una capacidad espumante de
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98,1 % y una estabilidad del 92,4 % en aislados de haba obtenidos con ultrasonido que fueron
inferiores a los reportados en esta investigacion, lo cual refleja una eficiente conservacion de
la integridad superficial de las proteinas y podria atribuirse a las condiciones de extraccion
empleadas. Por otro lado, en el estudio de Cermefio et al. (2019) las proteinas aisladas de
garbanzo y arveja alcanzaron capacidades espumantes entre 96 % y 98 % y estabilidad
espumante en el rango de 89 % a 94 %. Por lo tanto, el haba se posiciona como una leguminosa
prometedora en términos de comportamiento espumante asociado a la presencia de estructuras
globulares (como vicilina y legumina), con regiones anfipaticas capaces de alinearse en la
interfaz aire-liquido, facilitando la generacion de peliculas cohesivas que atrapan el gas y
previenen su colapso prematuro (Cermefio et al., 2019; Gulzar et al., 2024).

Segun lo reportado por Zakidou et al. (2022), los aislados de proteina de haba muestran
una superioridad clara frente a los de soya en cuanto a formacidn de espuma, explicada por una
mayor rapidez de adsorcion en la interfaz aire-liquido y la formacién de capas cohesivas mas
flexibles. Esto confirma que el efecto espumante del haba no solo es elevado, sino también
competitivo respecto a otras fuentes vegetales ampliamente utilizadas en la industria. En el
estudio realizado por Zakidou et al. (2022), se utilizaron concentrados de proteina de soya en
combinacion con polisacaridos como carragenina K y goma xantana para formular bebidas tipo
cappuccino vegetal, con el objetivo de mejorar la formacién y estabilidad de espuma. Aunque
la soya logr6 una estabilidad aceptable cuando se incorporaron dichos aditivos, su capacidad
espumante inicial fue limitada, requiriendo formulaciones complejas para alcanzar un
comportamiento funcional adecuado. En contraste, los mismos autores destacaron que las
proteinas de haba (Vicia faba L.) poseen un perfil funcional naturalmente mas favorable en
cuanto a formacién de espuma, gracias a su mayor velocidad de adsorcion en la interfaz aire-
liquido y la formacion de capas proteicas mas elasticas y cohesivas, lo que permite mantener

la espuma durante periodos prolongados sin colapso. Esto sugiere que la proteina de haba,
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incluso sin necesidad de agregar polisacaridos estructurantes, podria generar espumas mas
voluminosas y estables, representando una opcidn superior para productos aireados como
cappuccinos vegetales. Ademas, su uso facilitaria el desarrollo de formulaciones con
etiquetado limpio (clean-label), alineadas con las tendencias actuales del mercado hacia
productos naturales y menos procesados. Asi, el reemplazo del concentrado de soya por
proteina de haba no solo podria simplificar la formulacién, sino también mejorar la calidad
sensorial y tecnoldgica del producto final, siendo una via prometedora para la innovacion en la
industria de bebidas vegetales espumosas.

Por otro lado, la capacidad emulsificante en los extractos estuvo entre 14,68 %y 17,65
%, y la estabilidad emulsificante en el rango de 14,18 % a 17,11 % (Tabla 4). Estos resultados
superaron a a la capacidad emulsificante (entre 10,81 % y 15,77 %) y estabilidad emulsificante
(entre 10,50 % y 11,51 %) reportada por Singhal et al. (2016). De todas maneras, siguen siendo
considerados bajos en comparacion con proteinas comerciales como la soya (hasta 53 %) o
arveja (alrededor de 40 %), de acuerdo a Stone et al. (2015) y Zhou et al. (2021). La baja
eficiencia puede atribuirse a una posible afectacion de la estructura molecular de las proteinas
extraidas, causada por condiciones del proceso como el pH, la temperatura o el secado, que
reducen la exposicion de regiones hidrofobicas necesarias para una buena interaccion en la
interfase agua/aceite. Ademas, es probable que los aislados contuvieran otras fracciones como
polisacaridos, almidén o compuestos fendlicos, que interfieren en la formacion y estabilizacion
de emulsiones al competir por la interfaz o formar complejos con las proteinas. Estos efectos
han sido descritos previamente en la literatura, donde se sefiala que tratamientos térmicos
intensos 0 condiciones de extraccion agresivas modifican negativamente la funcionalidad
interfacial de las proteinas vegetales, mientras que la presencia de otros componentes no

proteicos limitaria su desempefio como agentes emulsificantes (Gentile, 2022).
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Tabla 4. Capacidad espumante (%), Estabilidad espumante (%), Capacidad emulsificante (%)

y Estabilidad emulsificante (%) de los tratamientos.

EEs (%)*
CEs (%0)* CEm (%)* EEm (%)*
Tratamientos
Micelizacién 99,13+0,77 |97,35+0,34 | 14,68+ 2,02 14,18 + 1,94
Ultrasonido 99,36 +0,52 | 97,72+057 |15,72+0,84 15,09 + 1,15
Alcalino/
Acido 99,27+0,42 |97,38+1,02 |17,65+148 17,11+ 1,43

*Medias + desviacién estandar
*Medias de 4 repeticiones

Desde un punto de vista funcional, la capacidad emulsificante y la estabilidad
emulsificante alcanzada en el presente estudio podrian considerarse bajos, lo que significa que
los aislados obtenidos no serian aptos para aplicaciones donde se requiere alta estabilidad y
resistencia al estrés fisico, como en aderezos liquidos, cremas batidas o productos con larga
vida atil. Sin embargo, segin Ferawati et al. (2021) y Krause et al. (2023), los aislados y
concentrados de proteina de Vicia faba L. pueden aplicarse eficazmente en formulaciones
alimentarias con menor exigencia interfacial, como productos carnicos vegetales, rellenos
emulsionados cocidos o productos horneados, donde no se requiere una emulsion altamente
estable frente al almacenamiento prolongado o al tratamiento térmico intensivo. En estas
matrices, las proteinas de haba pueden actuar como co-emulsionantes o agentes funcionales
complementarios, mejorando la textura y estabilidad general cuando se combinan con proteinas
de mayor desempefio interfacial o hidrocoloides funcionales. Este tipo de aplicacion demuestra
que, aunque los valores de capacidad y estabilidad emulsificante obtenidos en esta

investigacion son relativamente bajos, los aislados ain representan una alternativa viable en el



30

desarrollo de alimentos estructurados con base en plantas y con potencial de optimizacién
tecnologica.

Un aspecto relevante es que, pese a las diferencias en el rendimiento proteico entre los
tratamientos, donde la precipitacion alcalino-acida fue superior (44,08 %), no se observaron
diferencias significativas en la funcionalidad espumante ni emulsificante entre los métodos.
Aunque el tratamiento alcalino-acido recupera mas proteina, podria haber causado
desnaturalizacion parcial que afecté negativamente su funcionalidad. Por el contrario, las
metodologias menos agresivas como la micelizacion y el ultrasonido, a pesar de tener un menor
rendimiento, permitieron conservar mejor la integridad de las proteinas, lo que se reflej6 en un
comportamiento tecnofuncional comparable (Singhal et al., 2016).

En cuanto a las caracteristicas crométicas, como se observa en la Tabla 5, los extractos
proteicos obtenidos mediante micelizacion, ultrasonido y precipitacion alcalino-acido
presentaron valores de luminosidad (L*) entre 82,85y 83,27, lo que indica una apariencia clara,
cercana al blanco. Este parametro, que varia de 0 (negro) a 100 (blanco), refleja un color
visualmente limpio y uniforme, con ligeras variaciones entre tratamientos. El indice de
blancura (WI) cuantifica la percepcién de blancura del material y se situ6 entre 29,66 y 31,20
(Tabla 5), reforzando la percepcién de claridad del producto. Aunque no hubo diferencia
significativa entre los tratamientos (Tabla 2), el tratamiento por micelizacion presentd un WI
de 31,20, posiblemente asociado a una menor presencia de compuestos cromdforos o a una

mayor pureza del extracto (Karaca et al., 2011).
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Tabla 5. Caracteristicas cromaticas (L*, a*, b*, WI) de los tratamientos.

Caracteristicas Cromaticas
L* a* b* Wi
Tratamientos | ** ** kel kel
Micelizacion | 83,22 + 0,85 476 +1,44 | 25,79 + 4,53 31,20 + 4,26
Ultrasonido | 82,85+1,74 -424+119 | 23,73+ 3,17 29,66 + 2,86
Alcalino/
Acido 83,27 + 0,61 -4,75+0,77 | 25,74 + 2,61 31,08 + 2,48

**Medias + desviacion estandar
**Medias de 4 repeticiones

La claridad y uniformidad del color observadas son atributos valorados en el desarrollo
de alimentos que priorizan la estabilidad visual del producto. Segun Kamani et al. (2024),
valores de L* superiores a 80 y WI por encima de 28 son indicativos de una apariencia estable
y comercialmente aceptable en ingredientes funcionales, lo que posiciona favorablemente a los
extractos evaluados en este estudio.

Las coordenadas a* y b*, que describen la tonalidad del color en el espacio CIELAB,
mostraron valores negativos en a* (entre —4,24 y —4,76), indicando una ligera tendencia hacia
el verde, y valores positivos en b* (entre 23,73 y 25,79), lo que refleja una inclinacion hacia el
amarillo (Tabla 5). Esta combinacion sugiere una tonalidad verde-amarilla suave, sin
saturacion marcada, es decir una coloracién tenue que puede integrarse facilmente en matrices
alimentarias sin alterar significativamente su apariencia (Stanic et al., 2023). Cermefio et al.
(2024) mostraron valores de L* entre 78 y 82 y WI de 26 a 29 para proteinas de garbanzo y
arveja. De esto se infiere que los aislados de haba generados en este trabajo presentaron una
apariencia mas brillante y clara, probablemente debido a la combinacion de escaldado térmico,
extraccion en condiciones controladas y secado por liofilizacion, que limitaron la oxidacion y
redujeron reacciones de pardeamiento. La extraccion de proteinas a pH moderado (entre 8 y 10)

ha demostrado preservar el color natural del aislado al reducir la extraccion de compuestos
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oscuros y minimizar reacciones de pardeamiento, sin comprometer parametros funcionales
como la solubilidad o capacidad emulsificante (L6pez et al., 2018).

Este aspecto es especialmente relevante en el desarrollo de productos alimenticios, donde la
apariencia influye significativamente en la aceptacion del consumidor. La uniformidad en los
pardmetros de color también indica que las condiciones de procesamiento no afectaron

negativamente la integridad visual de las proteinas aisladas.

En conjunto, los resultados confirman que los procedimientos aplicados permitieron
conservar los atributos tecnoldgicos del aislado proteico de Vicia faba L.. Su capacidad para
formar espumas estables y mantener un color atractivo demuestra su idoneidad como insumo
en formulaciones alimentarias vegetales. Esta evidencia refuerza su valor como alternativa
frente a fuentes tradicionales como soya o arveja, especialmente en el desarrollo de productos

donde el aspecto visual y las propiedades tecnofuncionales son esenciales.

CONCLUSIONES

La comparacion entre los métodos de extraccion: micelizacion, extraccion asistida por
ultrasonido y precipitacion alcalino-acida, para obtener aislados proteicos de Vicia faba L. de
origen ecuatoriano, permitio identificar diferencias relevantes en cuanto al rendimiento y a las
propiedades tecnofuncionales de los extractos obtenidos.

La precipitacion alcalino-acida fue el método que alcanz6 el mayor rendimiento
proteico, lo que confirma su eficacia en términos de recuperacién cuantitativa. No obstante,
esta eficiencia no se tradujo en ventajas significativas respecto a las propiedades funcionales
del aislado, dado que las deméas metodologias presentaron comportamientos comparables en
términos de propiedades espumantes y emulsificantes.

Los métodos evaluados generaron aislados con propiedades espumantes destacables,

superando el 99 % en capacidad de formacion de espuma y manteniendo una estabilidad
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superior al 97 %. La consistencia observada sugiere que las estructuras proteicas responsables
de estas propiedades fueron conservadas de manera eficiente, independientemente del método
utilizado. En cuanto a las propiedades emulsificantes, los valores fueron inferiores a los
observados en otras leguminosas ampliamente utilizadas en la industria alimentaria, como la
soya o la arveja, por lo cual se debe asumir que el aislado proteico de Vicia Faba L. no es apto
para la formacion de emulsiones.

En relacion con las caracteristicas cromaticas, los aislados presentaron una apariencia
clara y uniforme, con valores de luminosidad elevados y un indice de blancura favorable. Esta
apariencia visual refuerza su potencial como ingrediente funcional, especialmente en
formulaciones donde el color del insumo incide en la percepcion del producto final (Trejo
Rodriguez et al., 2021).

Por lo tanto, Vicia faba L. representa una fuente viable de proteina vegetal y los
métodos de extraccion analizados son adecuados para obtener aislados funcionales. La eleccion
del método 6ptimo dependeré del propdsito tecnoldgico, es decir si se prioriza el rendimiento

0 la preservacion de caracteristicas funcionales.

RECOMENDACIONES

Profundizar en el analisis estructural de las proteinas aisladas mediante técnicas como
SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y no reductoras, que permitan evaluar la integridad
de subunidades proteicas y la presencia de agregados o fragmentaciones. Este analisis
complementario resulta fundamental para correlacionar el rendimiento de los métodos de
extraccion con la preservacion estructural de fracciones clave como legumina y vicilina, que
son responsables de gran parte de la funcionalidad tecnofuncional en leguminosas.

En especial, seria valioso determinar si el mayor rendimiento observado en el

tratamiento por precipitacion alcalino-acida corresponde con una mayor proporcion de
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proteinas intactas, o si, por el contrario, involucra fracciones parcialmente desnaturalizadas con
menor eficiencia interfacial o espumante. La informacion estructural permitiria validar si los
tratamientos menos agresivos, como la micelizacion o el ultrasonido, aunque menos eficientes
en términos cuantitativos, ofrecen ventajas cualitativas al preservar mejor la estructura y
funcionalidad de las proteinas.

Adicionalmente, seria interesante ampliar la caracterizacion funcional incluyendo
propiedades como solubilidad, capacidad gelificante o comportamiento térmico, para obtener
un perfil mas completo que oriente su aplicacion en diferentes matrices alimentarias. Estas
acciones permitiran optimizar el disefio de procesos y formular ingredientes proteicos de Vicia

faba L. con mayor valor agregado para la industria alimentaria ecuatoriana e internacional.
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