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Resumen 
 

 

El objetivo del presente trabajo consisitió en obtener microcápsulas de licopeno y compuestos 

fenólicos provenientes de jitomate cherry (S. lycopersicum var. cerasiforme) empleando como 

material de pared las proteínas de soya y chícharo; así como, los polisacáridos pectina y goma 

arábiga. Se estudiaron cuatro tratamientos variando el material de pared. A los extractos de 

jitomate se les cuantificó el contenido de fenoles totales y licopeno por espectrofotometría. Así 

como, los compuestos fenólicos mayoritarios por HPLC. Las emulsiones dobles y las 

microcápsulas formadas se analizaron por microscopía óptica. El procesamiento y extracción de 

los datos desde las micrografías se llevó a cabo con el software ImageJ. El análisis estadístico de 

las partículas se realizó mediante un ANOVA robusto. Este análisis permitió evaluar las 

diferencias entre los tratamientos en las emulsiones dobles y los microencapsulados durante 12 

días de almacenamiento. También se realizaron dos pruebas de fragmentación de los 

microencapsulados empleando metanol/NaCl acuoso al 10 % (m/v) (1:1) o acetona asistida por 

ultrasonido. Los resultados mostraron un contenido de compuestos fenólicos y licopeno de 117.98 

± 5.54 mg EAG/100 g masa seca y 54.47 ± 3.78 mg/100 g masa seca de jitomate cherry, 

respectivamente. Los compuestos fenólicos predominantes en el extracto fueron el ácido 

clorogénico (18.55 ± 0.49 mg/100 g masa seca) y el ácido gálico (3.64 ± 0.50 mg/100 g masa 

seca). El tratamiento de proteína de chícharo y pectina condujo a las microcápsulas de mayor 

tamaño, 6.62 ± 3.28 μm (mediana = 5.98 μm), respecto a los otros tres tratamientos ( = 0.05). 

Las emulsiones dobles y los microencapsulados de los cuatro tratamientos fueron estables después 

de un almacenamiento durante 12 días a temperatura de refrigeración. Las microcápsulas 

aglomeradas de todos los tratamientos fueron estables a las pruebas de fragmentación. 

Consecuentemente, no fue posible estudiar la eficiencia de microencapsulación.  

 

 

Palabras clave: licopeno, compuestos fenólicos, microencapsulación, coacervación compleja, 

reticulación enzimática, estabilidad. 
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Capítulo 1. Introducción 

 

El jitomate (Solanum lycopersicum) y los productos a base de estos frutos son una excelente fuente 

de fitoquímicos, entre ellos se encuentran los tetraterpenos como el licopeno y los compuestos 

fenólicos. Estos compuestos bioactivos tienen relevancia en la actualidad debido a sus efectos 

benéficos relacionados con la prevención y tratamiento contra enfermedades crónico 

degenerativas, como el cáncer y la diabetes, los cuales son atribuidos principalmente a los 

compuestos fenólicos y licopeno (Domínguez et al., 2020). Sin embargo, estos compuestos son 

sensibles a factores ambientales que tienden a degradarlos durante su almacenamiento (Rivas et 

al., 2020). Por lo cual, se han desarrollado técnicas como la encapsulación que permite 

estabilizarlos mediante el empleo de agentes encapsulantes, como las proteínas y/o polisacáridos, 

que logran una protección y liberación controlada del material central en condiciones específicas. 

Además, permite el enmascaramiento de olores y sabores desagradables, dilución y dispersión 

uniforme del ingrediente activo, así como una manipulación fácil (Can Karaca et al., 2015).  

La selección del método de encapsulación influye en la retención de compuestos bioactivos antes 

del consumo y en su bioaccesibilidad. La coacervación compleja es un método de procesamiento 

que ofrece ventajas con respecto a otros métodos, tales como condiciones de preparación suaves 

(no se requieren disolventes orgánicos ni temperaturas drásticas), integridad alta de los agentes 

encapsulantes, eficiencia de encapsulación alta y excelentes características de liberación 

controlada (Yan & Zhang, 2014). Consiste básicamente en la utilización de dos polímeros cargados 

de manera opuesta, que al mezclarse en disolución forman un recubrimiento alrededor del 

compuesto de interés utilizando cambios de pH, temperatura o adición de componentes 

electrolíticos (Dias et al., 2017).  

Por lo anterior, el objetivo del estudio consistió en obtener microcápsulas ricas en licopeno y 

compuestos fenólicos a partir de extractos de jitomate cherry (S. lycopersicum) mediante una 

coacervación compleja con emulsión doble y empleando la enzima transglutaminasa (TGasa) 

como agente reticulante. Para ello, se elaboraron cuatro tratamientos diferentes, cuyas variables a 

considerar fueron los agentes encapsulantes utilizados, es decir, dos proteínas (chícharo y soya) y 

dos polisacáridos (goma arábiga y pectina de alto grado de esterificación). 
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La cuantificación de licopeno y fenoles totales presentes en el extracto, se realizó mediante 

métodos espectrofotométricos. Mientras que, para la determinación de los compuestos fenólicos 

mayoritarios se empleó HPLC-UV. Por otra parte, la determinación de proteína en los aislados 

utilizados en el proceso de microencapsulación se realizó por medio de un método modificado de 

Biuret. Mientras tanto, la morfología de las microcápsulas obtenidas se evaluó utilizando 

microscopía óptica. Por útimo, se realizaron pruebas de fragmentación a los microencapsulados 

para determinar la factibilidad de determinar la eficiencia y rendimiento del proceso de 

microencapsulación.  

1.1. Originalidad 

En la literatura existen reportes relacionados con la obtención de microcápsulas tanto para el 

licopeno como para compuestos fenólicos empleando el método de coacervación compleja. Sin 

embargo, hasta el momento sólo se ha encontrado un número limitado de reportes de encapsulación 

de mezclas de carotenoides y compuestos fenólicos extraídos a partir de una misma fuente, es 

decir, compuestos de polaridades diferentes. Y en la actualidad no existen reportes relacionados 

con la microencapsulación del licopeno y compuestos fenólicos obtenidos a partir de extractos de 

Solanum lycopersicum var. cerasiforme empleando una emulsión doble seguida de una 

coacervación compleja y usando como agentes encapsulantes las proteínas de chícharo o de soya 

con polisacáridos como la goma arábiga o pectina de alto grado de esterificación en presencia de 

la enzima TGasa. Por lo que, el presente estudio permitió conocer el efecto de la interacción de 

estos agentes sobre la estabilidad de microcápsulas de extractos ricos en licopeno y compuestos 

fenólicos suspendidos en aceite de aguacate comercial. 

1.2. Hipótesis 

La combinación de una proteína (de chícharo o soya) con un polisacárido (goma arábiga o pectina) 

como material de pared, influirá significativamente en las características morfológicas y la 

eficiencia de microencapsulación, a partir de una coacervación compleja, de extractos de jitomate 

cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) ricos en licopeno y compuestos fenólicos a un  

= 0.05. 
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1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo general 

Determinar el efecto que tienen las distintas combinaciones de una proteína (chicharo o soya) con 

un polisacárido (goma arábiga o pectina) para obtener microcápsulas de extractos de jitomate 

cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) ricos en licopeno y compuestos fenólicos, 

mediante un método de coacervación compleja empleando como agente de reticulación a la enzima 

TGasa. 

 

1.3.2. Objetivos particulares 

1. Obtener y caracterizar un extracto de jitomate rico en licopeno y compuestos fenólicos para 

producir microencapsulados. 

2. Establecer condiciones para la producción de emulsiones dobles y microencapsulados de 

extractos del jitomate cherry ricos en licopeno y compuestos fenólicos. 

3. Determinar el efecto del material de pared sobre la distribución de tamaño de las dobles 

emulsiones y las microcápsulas. 

4. Evaluar el efecto del material de pared sobre la eficiencia de microencapsulación de 

licopeno y compuestos fenólicos totales y mayoritarios. 

1.4. Importancia del estudio 

El jitomate cherry contiene compuestos antioxidantes, principalmente licopeno y compuestos 

fenólicos tales como los ácidos clorogénico, p-cumárico y gálico. Estos compuestos interrumpen 

reacciones iniciadas por radicales libres por lo que se utilizan para la prevención y tratamiento 

auxiliar de enfermedades crónicas degenerativas como la aterosclerosis, la diabetes, el cáncer y la 

osteoporosis. Sin embargo, estos compuestos bioactivos son susceptibles a factores ambientales 

como la temperatura, la luz, el oxígeno y la humedad afectando su estabilidad durante el 

almacenamiento. Por esta razón, se han desarrollado métodos que permitan incrementar su 

estabilidad como la microencapsulación por coacervación compleja ya que el proceso de obtención 

se lleva a cabo en condiciones de temperaturas bajas, a pH controlado y con agentes encapsulantes 

de costo bajo. Además, a las microcápsulas formadas les confiere una biaccesibilidad alta durante 

el proceso de digestión in vitro. 
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1.5. Limitaciones del estudio 

La obtención de microcápsulas ricas en licopeno y compuestos fenólicos se llevó a cabo a partir 

de extractos provenientes de jitomates cherry. Éstos fueron obtenidos de un invernadero ubicado 

en la comunidad San Baltazar Chichicapam perteneciente al Municipio de Ocotlán, Oaxaca en 

un único estado de madurez. Para la producción de las microcápsulas se utilizó aceite de aguacate 

comercial y se fijaron las mismas condiciones de concentración para las dos fuentes de proteínas 

(chícharo y soya) y los dos polisacáridos (goma arábiga y pectina) empleados. La concentración 

de la proteína en los aislados utilizados en el proceso de microencapsulación se determinó por el 

método modificado de Biuret. Mientras que, la cuantificación del licopeno presente en el extracto 

y las microcápsulas se llevó a cabo por espectrofotometría, los fenoles totales por medio del 

método del reactivo de Folin-Ciocalteu y los compuestos fenólicos mayoritarios mediante HPLC-

UV.  
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Capítulo 2. Marco teórico 

 

En la presente sección se describe la importancia, composición y aplicaciones que tiene el jitomate. 

Posteriormente, se menciona al licopeno y los compuestos fenólicos presentes en el fruto. Después, 

se describe el proceso de encapsulación, los tipos de encapsulación y la clasificación de las 

cápsulas de acuerdo a su forma y constitución. También se describen los tipos de emulsiones, sus 

mecanismos de inestabilidad y a los agentes tensoactivos que ayudan a su estabilización. Por 

último, se abordan los métodos para la caracterización química y física, así como la determinación 

de la eficiencia en las microcápsulas. 

2.1. Generalidades del jitomate (Solanum lycopersicum) 

El centro de origen del jitomate parece ser las regiones montañosas de los Andes. Sin embargo, su 

nombre es de origen mexicano y fue aquí donde se domesticó y cultivó por primera vez (Acquaah, 

2012). Para el caso de los estados del centro y sur de México se conoce como jitomate, proveniente 

de la palabra náhuatl xictomatl que significa “ombligo de fruta de agua”. Mientras que, en las 

entidades del norte es conocido como tomate rojo, proveniente de la palabra náhuatl tomatl que 

significa “fruto de agua” agregándole además que es de color rojo (SIAP, 2017).  

El jitomate es una baya que presenta dos o varios carpelos con semillas que nacen en los tallos 

placentarios dentro de los lóculos y rodeadas por el gel locular, todo contenido dentro de un 

pericarpio carnoso (Figura 1) (Yahia & Brecht, 2012).  
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Figura 1. Partes del fruto de jitomate1. 

 

Este fruto se puede clasificar de acuerdo a su comercialización en jitomates para procesamiento y 

para mercado fresco. De acuerdo a su forma, color y tamaño se clasifica en jitomate de bola, 

ciruela, ternera, reliquia y pequeños (cherry y uva) ( 

Figura 2) (Acquaah, 2012).  

 

 

Figura 2. Diferentes tipos de jitomate2. 

 
1 https://www.facebook.com/infoagronomo/posts/partes-del-fruto-

detomatewwwinfoagronomonet/1090690607729727/Consultado el 20/enero/2021. 
2 https://www.efectofruta.com, https://www.istockphoto.com, https://www.casapanchojardines.com y 

https://specialtyproduce.com. Consultados el 20/febrero/2022. 
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2.1.1. Producción 

En el año 2020, en México, la producción total de jitomates cherry fue de 75,179.29 Ton. De 

acuerdo con el Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), el 54.98 % de la 

producción total se concentró en los estados de Jalisco y Baja California Sur. Por otra parte, en 

Oaxaca se produjo el 0.04 % de la producción total específicamente en la región del Istmo (Figura 

3). 

 

 
Figura 3. Estados productores de jitomate cherry en México durante 20203.  

 

 

2.1.2. Jitomate cherry 

Se especula que los jitomates tipo cherry son los ancestros más probables de los que se derivaron 

los cultivares de frutos más grandes. Debido a que con el transcurrir del tiempo, este jitomate se 

fue mejorando en tamaño a partir de la cruza y selección de las variedades de mayor tamaño. Su 

punto de partida es Sudamérica y se fue diseminando por fuga de cultivo a otras regiones del 

mundo, como Centro América, África, Borneo y Hawai (Argerich & Gaviola, 1995). El jitomate 

cherry se diferencia del jitomate común por su tamaño pequeño (1.5-3.5 cm de diámetro), su sabor 

agradable y conservación post-cosecha (Hobson & Bedford, 1989). Su aspecto atractivo lo hace 

idóneo para decorar platos (ensaladas o cocteles). Existen variedades diferentes de jitomate cherry 

y algunas de estas se muestran en la Tabla 1. 

 
3 https://nube.siap.gob.mx/cierreagricola/. Consultado el 16/junio/2020. 
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Tabla 1. Variedades de jitomate cherry 

Nombre de variedad Tipos de semilla Descripción Tipo de crecimiento Referencia 

Babytom  

 

Híbrido Frutos rojizos 

redondos de 12-14 g, 

en racimos de 18-20 

unidades 

Indeterminado (Escaff G. et al., 

2005) 

Black cherry  

 

Híbrido Frutos morados 

redondos de 15-20 g, 

con un sabor dulce. 

Indeterminado (Bonnewitz, 2007) 

Cupid  

 

Híbrido Frutos rojizos tipo 

pera, con gran 

número de 

frutos/racimo y con 

un contenido alto de 

azúcar 

Indeterminado (Escaff G. et al., 

2005) 

Green grape 

  

Heirloom Frutos verdes pálido, 

translúcidos en el 

interior en racimos 

de 6-12 unidades 

similares a uvas. 

Semi-indeterminado (Bonnewitz, 2007) 

Snow white 

  

Híbrido Frutos amarillo 

pálido. Con un sabor 

dulce sin ser 

azucarados. 

Indeterminado (Bonnewitz, 2007) 

Sun sugar FT hybrid  

 

Híbrido Frutos color naranja 

de sabor muy dulce. 

Nacen en racimos 

largos. Posee 

resistencia al 

agrietamiento. 

Indeterminado (Bonnewitz, 2007) 

Sweet 100 

 

Híbrido Frutos redondos de 

12-14 g que se 

presentan en racimos 

con 18-20 unidades.  

Indeterminado (Escaff G. et al., 

2005). 

Sweet baby Girl 

 

Híbrido Frutos que presentan 

un sabor dulce y 

crecen en racimos 

largos. 

Indeterminado (Bonnewitz, 2007) 

Sweet gold FT hybrid  

 

Híbrido Frutos de color 

amarillo dorado 

brillante de 14 g, más 

dulces que las 

variedades cherry 

rojas.  

Indeterminado (Bonnewitz, 2007) 

Indeterminado (Altura de alrededor de 1.5 m, a menudo más); Semi-indeterminado (Altura de hasta 1.2 m). 
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2.1.3. Composición 

Composición fisicoquímica. La composición de los jitomates se ve afectada por las etapas de 

madurez, por el genotipo y por el método de cultivo. En un estudio realizado por Opara et al. 

(2012) evaluaron los efectos de la etapa de maduración de la fruta sobre las propiedades 

físicoquímicas de tres variedades de jitomate cultivados en invernadero, uno de estos cultivos fue 

el jitomate Sweet cherry. Para el estudio seleccionaron una muestra de 40 frutos para cada una de 

las cinco etapas de madurez. La masa de cada fruto (g) se midió individualmente. El color de la 

piel se midió en lados opuestos y se expresó en el sistema CIE L*a*b*, reportando la luminosidad 

(L*), rojez (a*) y amarillez (b*). Los sólidos solubles totales se midieron a 20 °C y se expresaron 

en °Brix, también reportaron el pH.  

Los resultados obtenidos a partir de ese estudio se presentan en la Tabla 2, los cuales mostraron 

que el tamaño y el pH del jitomate cherry no varían significativamente (p > 0.05) durante las 

diferentes etapas de maduración. Sin embargo, los sólidos solubles totales si varían 

significativamente (p < 0.05) aumenta de 6.0 a 8.7 °Brix. Con respecto a los parámetros de color, 

observaron que conforme se lleva a cabo el proceso de maduración, la luminosidad (L*) del 

jitomate disminuye de 48.33 ± 3.53 a 30.43 ± 4.56. Mientras que, el parámetro a* aumenta de 

−11.41 ± 1.26 (color verde) a 17.22 ± 2.93 (color rojo). Por otro lado, el parámetro b* tuvo 

diferencias significativas (p < 0.05) a lo largo de las diferentes etapas de maduración. 

Tabla 2. Características fisicoquímicas del jitomate Sweet cherry de acuerdo a sus diferentes etapas de 

madurez 

Características 
Etapa de madurez 

Verde Quebrado Rayado Rosa Rojo claro Rojo 

Masa  (g)  3.20±0.68a 2.80±0.33a 2.88±0.28a 3.20±0.23a 3.69±0.60a 3.63±0.76a 

TSS (°Brix) 6.00±0.10a 6.37±0.06b 7.23±0.12c 7.33±0.06dc 7.97±0.06e 8.77±0.12f 

pH 3.68±0.03a 3.62±0.02a 3.53±0.02a 3.63±0.03a 3.65±0.03a 3.84±0.04b 

L* 48.33±3.53a 47.65±8.14a 41.31±3.82b 36.17±2.32c 33.85±1.57d 30.43±4.56e 

a* −11.41±1.26a −9.28±1.54b −0.59±3.83c 9.73±3.83d 13.74±2.69e 17.22±2.93f 

b* 17.87±1.64a 19.66±2.93b 20.00±2.59cb 17.07±1.97a 15.02±1.47d 12.38±1.23e 

Las medias de tres mediciones ± desviación estándar en la misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes 

estadísticamente con p < 0.05.  

Fuente: Opara et al. (2012). 

 

Composición proximal. Opara et al. (2012) también determinaron la composición proximal de 

jitomate cherry empleando métodos de la AOAC (2000). La humedad fue determinada en horno a 

105 °C durante 24 h. Las cenizas mediante calcinación a 550 °C durante 24 h, a partir del residuo 
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obtenido en la determinación de la humedad. El contenido de proteínas mediante el método 

Kjeldahl. El contenido de grasa fue cuantificado por el método Soxhlet y la fibra cruda utilizando 

el Tecator-Fibertec System 1010.  

Los resultados obtenidos en el estudio se presentan en la Tabla 3, los cuales mostraron que el 

contenido de cenizas y de proteína para el jitomate cherry no varía significativamente (p > 0.05) 

durante el proceso de maduración. Mientras que la humedad y la fibra sí (p < 0.05), disminuyendo 

de 89.09 ± 0.15 a 88.78 ± 0.35 y aumentado de 1.42 ± 0.02 a 1.53 ± 0.02, respectivamente. Para al 

contenido de grasa, se encontró que las etapas quebrado y rayado presentaron un menor contenido 

de grasa que en las otras etapas de maduración. 

Tabla 3. Composición proximal en fruta fresca de jitomate cherry (g/100 g masa húmeda 

Composición 

(%) 

Etapa de madurez 

Verde Quebrado Rayado Rosa Rojo claro Rojo 

Ceniza 0.08±0.01a 0.08±0.01a 0.09±0.00a 0.07±0.01b 0.09±0.01a 0.09±0.02a 

Humedad 89.09±0.15a 89.21±0.27a 88.94±0.25ac 89.69±0.09b 89.01±0.09ac 88.78±0.35c 

Proteína  1.40±0.06a 1.46±0.00a 1.40±0.00a 1.32±0.09a 1.43±0.01a 1.38±0.01a 

Grasa  2.81±0.14a 1.53±1.29b 1.28±0.94cb 2.17±0.09ab 2.89±0.71a 2.29±0.09ab 

Fibra  1.42±0.02a 1.30±0.04b 1.55±0.04c 1.36±0.02d 1.55±0.01ce 1.53±0.02cf 

Las medias de tres mediciones ± desviación estándar en la misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes 

estadísticamente con p < 0.05.  

Fuente: Opara et al. (2012). 
 

 

Antioxidantes. Los jitomates contienen una gran variedad de componentes bioactivos entre ellos 

los que actúan como antioxidantes, tal como las vitaminas C y E, además de carotenoides. En 

general, el licopeno es el carotenoide principal y representa más del 80 % del contenido total en la 

etapa roja (Raffo et al., 2002). Mientras tanto, los compuestos fenólicos como los flavonoles se 

encuentran contenidos en un 98 % en la piel (Canene-Adams et al., 2005).  

En un estudio realizado por Opara et al. (2012) investigaron los efectos que tiene la etapa de 

maduración del jitomate cherry sobre el contenido de licopeno. La cuantificación se llevó a cabo 

a través de un método espectrofotométrico. La absorbencia de los extractos de hexano 

correspondiente a los frutos se midió a una longitud de onda de 472 nm, empleando como estándar 

licopeno comercial. Los resultados obtenidos por el estudio se presentan en la Figura 4, los cuales 

muestran que el contenido de licopeno en el jitomate cherry aumentó significativamente desde el 
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estado verde hasta el estado rojo de 6.2 a 56.1 mg/100 g masa húmeda, respectivamente, 

aumentando un 40.7 % desde la etapa rojo claro a la etapa rojo.  

 

 

Figura 4. Contenido de licopeno durante la maduración del jitomate cherry. 

Modificada de Opara et al. (2012) 

 

 

Coyago-Cruz et al. (2019) cuantificaron los compuestos fenólicos y carotenoides de once 

variedades de jitomate (S. lycopersicum L.), entre ellas cinco variedades de cherry (amarillo, pera 

clásico, pera naranja, minichocmato pera y cereza). En la Tabla 4 se muestran los resultados del 

contenido de carotenoides obtenidos por HPLC equipado con un detector de matriz de diodos. La 

cuantificación de fitoeno, fitoflueno y el resto de carotenoides (luteína, licopeno y β-caroteno) se 

llevó a cabo a partir de la medición de las absorbencias a longitudes de onda de 285, 350 y 450 

nm, respectivamente. Los resultados mostraron que el contenido más alto de licopeno se encuentra 

en la variedad minichocmato pera con 77.5 ± 3.3 mg/100 g masa seca seguida por la variedad 

cereza con 69.2 ± 0.9 mg/100 g masa seca. Estas diferencias cuantitativas de carotenoides 

dependen de múltiples factores (genéticos, climáticos, agronómicos, entre otros).  
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Tabla 4. Contenido de carotenoides en cinco variedades de jitomate cherry (mg/100 g masa seca) 

Variedad Fitoeno Fitoflueno Luteína Licopeno β-caroteno TCC 

Amarillo 0.3 ± 0.1d nd 1.0 ± 0.0c nd 1.2 ± 0.0c 2.5 ± 0.1d 

Pera clásico 8.1 ± 0.0c 0.7 ± 0.0b 0.5 ± 0.0d 4.7 ± 0.1c 0.5 ± 0.0d 14.4 ± 0.1c 

Pera naranja 25.4 ± 0.1a 3.2 ± 0.2a 0.6 ± 0.0d nd 0.5 ± 0.0c 29.7 ± 0.2b 

Minichocmato pera 11.6 ± 1.2b nd 6.1 ± 0.1a 77.5 ± 3.3a 6.9 ± 0.2a 102.0 ± 3.5a 

Cereza 14.1 ± 0.0b 3.2 ± 0.0a 1.6 ± 0.0b 69.2 ± 0.9b 2.4 ± 0.0b 90.7 ± 0.9a 

Los valores medios son resultado de tres mediciones ± desviación estándar seguidos de la misma letra en la fila no difieren 

significativamente estadísticamente con un p = 0.01. TCC: carotenoides totales; nd: no detectado. 
Fuente: Coyago-Cruz et al. (2019).  

 

Respecto a los compuestos fenólicos, Coyago-Cruz et al. (2019) llevaron a cabo la cuantificación 

de estos compuestos mediante el uso de UHPLC equipado con un detector de matriz de diodos y 

una columna C18 (1.8 μm, 2.1 × 5 mm). La fase móvil consistió de ácido fórmico al 0.01 % en 

agua (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B) con un flujo de 1 mL/min. La cuantificación de 

p-hidroxibenzoico, ácido p-cumárico, ácido cafeico, ácido clorogénico, ácido gálico y quercetina 

se llevó a cabo a partir de la medición de las absorbencias a longitudes de onda de 280, 320 y 370 

nm. Los compuestos fenólicos se identificaron con estándares de referencia comparando su tiempo 

de retención y los espectros UV/vis. Mientras que, los compuestos fenólicos totales (TPC) se 

calcularon como la suma de los fenoles individuales. Los resultados obtenidos en el estudio 

mostraron que el jitomate cherry pera naranja obtuvo el mayor contenido de TPC con 307.7 ± 0.1 

mg/100 g masa seca (Tabla 5). 

Tabla 5. Compuestos fenólicos en cinco variedades de jitomate cherry (mg/100 g masa seca) 

Variedad 
Ác. p-

hidroxibenzoico 

Ác. p-

cumárico 
Ác. cafeico Ác. clorogénico Ác. gálico Quercetina TPC 

Amarillo 130.2 ± 1.19d 30.7 ± 1.1b 20.7 ± 1.5a 23.1 ± 1.7b 9.3 ± 0.1c 49.6 ± 0.7a 263.5 ± 0.8b 
Pera clásico 173.5 ± 0.1a 6.3 ± 0.1c 4.3 ± 0.0c 4.3 ± 0.1d 12.8 ± 0.4a 38.4 ± 1.2c 239.8 ± 1.8c 
Pera naranja 165.0 ± 1.8b 6.4 ± 0.0c 15.3 ± 0.8b 68.5 ± 1.5a 10.6 ± 0.4b 42.0 ± 0.7b 307.7 ± 0.1a 
Minichocmato pera 136.4 ± 0.9c 33.2 ± 0.2a 3.9 ± 0.1c 13.3 ± 0.1c 7.8 ± 0.0d 26.4 ± 0.6d 220.9 ± 0.2d 
Cereza 86.2 ± 0.7e 5.6 ± 0.2c 20.3 ± 0.2a 3.8 ± 0.2d 12.0 ± 0.1a 22.4 ± 0.7e 150.2 ± 2.0e 

Los valores medios de tres mediciones ± desviación estándar seguidos de la misma letra en la columna no difieren 

significativamente estadísticamente con un p = 0.01. La naringina, crisina y ácido ferúlico no se detectaron; La quercetrina se 

detectó en cantidades traza. TPC: compuestos fenólicos totales. 

Fuente: Coyago-Cruz et al. (2019). 

 

Los compuestos fenólicos y el licopeno en el jitomate pueden ser afectados por factores pre- y 

post-cosecha. Los primeros incluyen, intensidad de la luz, temperatura, etapa de maduración en la 

cosecha y sistema de riego. 
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La calidad y la cantidad de luz determinan la cantidad de carotenoides producidos durante la etapa 

de maduración. La irradiación con luz roja en combinación con luz azul durante intervalos de 3 a 

5 min es efectiva para aumentar la producción de licopeno (indicado por un color rojo en la fruta). 

Mientras que, la irradiación del rojo lejano de 38 W•m-2 durante 3 a 5 min tiene un efecto retardante 

en la producción de licopeno debido a que la reacción se desvía hacia la formación de fitoeno 

(indicado por un color amarillo en la fruta). Así la luz de baja intensidad da como resultado una 

reducción del contenido de licopeno, lo que produce frutos con un color heterogéneo no deseable. 

Por otro lado, las temperaturas de plantación entre 12-32 °C aumentan el contenido de licopeno en 

el jitomate, en tanto que fuera de este intervalo se inhibe. En cambio, la biosíntesis de licopeno se 

ve inhibida cuando la temperatura del fruto supera los 30 °C y favorecida entre 12-21 °C (Santos-

Sánchez et al., 2013).  

Asimismo, Santos-Sánchez et al. (2013), veáse Ilahy et al. (2011) mencionan un estudio acerca de 

los cambios en los compuestos antioxidantes en un cultivar ordinario (Rio Grande) y tres cultivares 

de jitomate con un contenido alto de licopeno (HLY 13, HLY 18 y Lyco 2) en cuatro etapas 

diferentes de maduración de la fruta (verde, quebrado, rosa y rojo). Ilahy et al. (2011) encontraron 

que la etapa de maduración influye significativamente tanto en el contenido total de carotenoides 

como de licopeno. Durante el rebrote, los frutos de los cultivares HLY 13 y HLY 18 exhibieron 

más de un 1100 % más de contenido total de carotenoides y licopeno en comparación con los 

frutos de Rio Grande. Mientras que, los frutos del cultivar HLY 18 acumularon las cantidades más 

altas de fenoles y flavonoides.   

Finalmente, Santos-Sánchez et al. (2013), veáse Pernice et al. (2010) mencionan un estudio acerca 

del efecto del riego en el perfil de contenido de antioxidantes en cultivares de jitomate donde se 

aplicaron tres regímenes de riego (ninguno, riego reducido y riego normal) al cultivo de dos 

variedades de jitomate pequeño Cobarini (biotipos PC01 y PC05). Los resultados mostraron 

diferencias en los contenidos de carotenoides y flavonoides entre las dos variedades. El contenido 

de carotenoides aumentó 50.6 % y 34.9 % para los biotipos PC01 y PC05, respectivamente, cuando 

las plantaciones de jitomate no se regaron en comparación con las plantas con riego normal. Por 

otra parte, el régimen de riego reducido produjo un incremento del 70.4 % y 57 % en el contenido 

de flavonoides de frutos biotipo PC01 y PC 05, respectivamente, con respecto al tratamiento de 
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riego normal. Los resultados muestran que es posible modular la concentración de antioxidantes 

en el fruto de jitomate utilizando un sistema de riego controlado.  

Una vez descrito el origen del jitomate, su composición y los factores que influyen en el contenido 

de compuestos antioxidantes presentes en este, es necesario conocer acerca de la encapsulación, 

los diferentes métodos de encapsulación, los agentes encapsulantes, los tensoactivos y los tipos de 

emulsiones que se utilizan para llevar a cabo la microencapsulación. Por lo cual, la siguiente 

sección abarcará los puntos anteriormente mencionados. 

2.2. Encapsulación 

La encapsulación es un proceso en el cual se crea una barrera sobre un componente activo para 

protegerlo de factores ambientales y enmascarar algunos atributos sensoriales indeseables, al 

mismo tiempo que permite su liberación controlada en determinadas condiciones. Sin embargo, 

presenta ciertas desventajas, como por ejemplo, que la estabilidad química de la cápsula formada 

sea tal que no permita la liberación del núcleo encapsulado (Rodrigues do Amaral et al., 2019). 

Los compuestos bioactivos usados para encapsular pueden clasificarse en hidrofílicos o lipofílicos. 

Los primeros son compuestos insolubles en lípidos o disolventes orgánicos, por ejemplo, los 

compuestos fenólicos y el ácido ascórbico. Mientras que los segundos son insolubles en agua, pero 

solubles en lípidos y disolventes orgánicos, tal es el caso del licopeno (Kwak, 2014). 

Las cápsulas obtenidas mediante este proceso pueden presentar una naturaleza mononuclear o 

multinuclear (Figura 5). En las primeras, los componentes bioactivos se encuentran en el centro, 

mientras que en las segundas el centro se encuentra disperso en forma de gotas o a lo largo de los 

agentes encapsulantes. Esto es dependiente del método, las condiciones de preparación y los 

materiales utilizados en la producción de la pared (Can Karaca et al., 2015). 

 
Figura 5. Dos formas principales de encapsulación. 

 Adaptado de Salaün, (2016)  
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2.2.1. Métodos de encapsulación 

Existen diferentes métodos para la encapsulación de compuestos bioactivos y su elección depende 

principalmente de las propiedades del material que conformará al núcleo de la cápsula,  de las 

características buscadas en el producto final y el material de pared de la cápsula debido a que tiene 

una gran influencia en las propiedades de la sustancia encapsulada, especialmente en la eficiencia 

de la encapsulación (Dias et al., 2017). En general, la encapsulación se divide en los grupos 

principales siguientes (Bratovcic & Suljagic, 2019): 

1. Físicos. Secado por atomización-recubrimiento, extrusión, secado por atomización, y 

uso de fluidos supercríticos. 

2.  Fisicoquímicos. Coacervación simple o compleja y atrapamiento en liposomas. 

3. Químicos. Polimerización interfacial e inclusión molecular, evaporación de 

disolventes. 

Encapsulación por coacervación. La coacervación es una técnica que implica la agregación de un 

polímero alrededor de un núcleo mediante la modificación de propiedades fisicoquímicas del 

medio como temperatura, fuerza iónica, pH y polaridad. Esto ocurre mediante un fenómeno 

coloidal que se realiza bajo agitación continua para encapsular líquidos y sólidos. Es un proceso 

simple y de costo bajo que no requiere temperaturas altas (4-50 °C) y generalmente tampoco 

disolventes orgánicos (Bratovcic & Suljagic, 2019). 

La coacervación se clasifica en simple o compleja, esto dependiendo del número de polímeros 

utilizados. En la primera se utiliza solamente un polímero y para inducir la separación de fases se 

suelen añadir sales orgánicas o disolventes miscibles en agua. En cambio para la segunda se 

utilizan dos polímeros cargados de manera opuesta, generalmente proteínas y polisacáridos 

mezclados en disolución para formar un recubrimiento alrededor del componente central, 

utilizando cambios de pH, temperatura o adición de componentes electrolíticos (Dias et al., 2017). 

El proceso de encapsulación por coacervación compleja se desarrolla en cuatro pasos, la 

emulsificación, la coacervación, la gelificación y el endurecimiento (Figura 6). En algunas 

ocasiones se utilizan agentes reticulantes, como la TGasa, o el tripolifosfato de sodio para aumentar 

la resistencia de la pared de la cápsula durante las etapas de gelificación y endurecimiento. Este 

tipo de coacervación se ha utilizado principalmente para la microencapsulación de principios 
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bioactivos inestables como los carotenoides, aceite omega 3 y compuestos fenólicos. Las 

microcápsulas producidas por esta técnica pueden presentar diversas morfologías y tamaños de 5 

a 200 μm dependiendo de los cambios de pH, concentración iónica, método de formación de la 

emulsión, el tipo y concentración de materiales de pared, así como la naturaleza de los compuestos 

bioactivos (Corrêa-Filho et al., 2019). 

 

Figura 6. Diagrama esquemático de un proceso de encapsulación complejo por coacervación.  

Adaptado de Bruyninckx & Dusselier, (2019) 
 

Transglutaminasa (TGasa). Las TGasas forman una gran familia de enzimas intracelulares y 

extracelulares que están ampliamente distribuidas en la naturaleza, encontrándose en animales 

(vertebrados e invertebrados), plantas y microorganismos  (Duarte et al., 2020). 

Las TGasas de origen animal son activadas por el Ca2+ y producidas en forma zimogénica. Se 

encuentra comprendida por ocho enzimas activas (TG1 a TG7 y el factor XIII) y una que carece 

de actividad enzimática (llamada “la banda 4.2”). Las cuales presentan una pigmentación rojiza 

que afecta a la apariencia de los productos. Por esta razón, se utilizan fuentes microbianas que son 

mas fáciles y baratas de producir  (Duarte et al., 2020). 

Las TGasas microbianas tiene la misma triada catalítica de aminácidos que las TGasas animal 

(Cys-His-Asp), pero con un orden de secuencia diferente (Cys-Asp-His). A diferencia de las 

TGasas animal, estas  no se encuentran reguladas por el calcio por lo que no precipitan fácilmente, 

lo que las vuelve muy útiles en la industria alimentaria (Duarte et al., 2020). En la industria 

alimentaria se han empleado para la mejora de la firmeza, elasticidad y capacidad de retención de 

agua en los productos alimentarios mientras que en la microencapsulación han sido utilizadas para 
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reforzar las interacciones entre los polímeros empleados debido a que los enlaces formados en esta 

técnica son débiles (Gharibzahedi et al., 2018). 

El mecanismo de acción de la TGasa consta de dos etapas (Duarte et al., 2020). En la primera 

etapa, se produce el complejo TGasa-proteína generado a partir de la interacción del grupo tiol de 

la cisteína presente en el sitio activo de la enzima y el residuo de glutamina (aceptor de acilo) en 

el sustrato proteico. En la segunda etapa, se pueden producir tres reacciones diferentes, descritas a 

continuación: 

1. Reacción de reticulación entre el complejo acil-enzima que contiene al grupo γ-glutamilo y 

un grupo ε-amino de un residuo de Lys en una proteína (Figura 7, Etapa 2, reacción I). Este 

tipo de reacción está favorecida a pH > 7. 

2. Reacción entre el complejo acil-enzima que contiene γ-glutamilo y el sustrato con un grupo 

amino primario, la enzima cataliza la incorporación del grupo amino primario conduciendo 

a una γ-(glutamil)amida en el sustrato proteico inicial (Figura 7, Etapa 2, reacción II). 

3. Reacción de hidrólisis donde el agua actúa como aceptor de acilo del complejo acil-enzima 

para producir un residuo de ácido glutámico en el sustrato proteico inicial (Figura 7, Etapa 

2, reacción III). 

Figura 7. Reacciones catalizadas por TGasa4. 

 
4 https://zedira.com/Assays-and-substrates. Conssultado el 06/03/2021. 
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Estas reacciones muestran la versatilidad de la TGasa, por lo que al involucar reacciones con esta 

enzima se vuelve importante conocer la composición y propiedades de las proteínas que se 

utilizarán como sustrato en las reacciones enzimáticas, así como las condiciones a emplear. 

Consecuentemente, en la subsección siguiente se describirán la composición y las propiedades 

funcionales de los agentes encapsulantes que se emplearon en el presente proyecto. 

 

2.2.2. Agentes encapsulantes 

Proteína de soya. La soya (Glycine max) produce una semilla oleaginosa que contiene 

aproximadamente 36 % de proteína, 15 % de carbohidratos solubles, 15 % de carbohidratos 

insolubles (fibra dietética) y 18 % de aceite (0.3 % lecitina). Estos valores están en función de la 

variedad, la ubicación geográfica y el clima (Thrane et al., 2017). 

La soya contiene una mezcla de varias proteínas que pertenecen a cuatro categorías según sus 

coeficientes de sedimentación 2S, 7S, 11S y 15S (S como unidad de Svedberg) que sedimentan a 

diferentes fuerzas gravitatorias cuando la disolución se somete a un campo centrífugo (Tabla 6) 

(Nishinari et al., 2014).  Entre estas cuatro proteínas, la globulina 7S (β-conglicinina) y la globulina 

11S (glicinina) representan del 65 al 89 % del total de proteínas de la semilla y se caracterizan por 

ser solubles en medios salinos. La 11S es la fracción individual más grande de la proteína total de 

la semilla de soya (25-35 %), tiene una masa molecular alta (350 kDa) y sus propiedades distintivas 

son una viscosidad baja y una estabilidad térmica alta. Por otra parte, la globulina 7S posee 

aproximadamente la mitad del tamaño molecular de la glicinina (175 kDa) y sus  propiedades 

distintivas son una viscosidad alta y una estabilidad térmica baja (Thrane et al., 2017). 

Proteína de chícharo. La semilla del chícharo (Pisum sativum L.) contienen 20-25 % de proteína, 

40-50 % de almidón y 10-20 % de fibra. Estos valores pueden variar debido a los diferentes 

genotipos existentes y por factores ambientales. La proteína de chícharo pertenece a cuatro grupos 

principales, globulinas, albúminas, prolaminas y glutelinas (Tabla 6).  En donde las globulinas son 

las proteínas de almacenamiento principal y representan del 55-65 % de las proteínas totales y son 

solubles en disoluciones salinas (Lu et al., 2020). 
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Tabla 6. Composición fraccional de proteínas extraídas de semillas de soya y chícharo 

Especie 2S albuminas  7S globulinas 

"vicilinas" 

 11S globulinas 

"leguminas" 

Glutelinas 

Chícharo * ** ** * 

Soya * ** (β-conglicinina) **(Glicinina) * 

* Componentes minoritarios; ** Componentes principales. Las prolaminas son raras o ausentes en las especies. 

Fuente: Le Priol et al. (2019).  

 

Un estudio realizado por Zhao et al. (2020) comparó las propiedades funcionales del aislado de 

proteína de soya (APS) con el aislado de proteína de chícharo (APC) que tenían un contenido de 

proteína de 86.36 ± 0.08 % y 78.01 ± 0.10 %, respectivamente (Figura 8). Los resultados 

reportados en el estudio, mostraron que para el APS y el APC la solubilidad mínima ocurre en los 

puntos isoeléctricos (pI) de pH 4-5 y 4-6, respectivamente (Figura 8a). Asimismo, mostraron una 

capacidad similar de formación de espuma, en un período de 3 h (Figura 8b) y estimaron la 

estabilidad de esta en 82.44 %, 89.74 % para el APS y APC, respectivamente, a partir de espuma 

remanente en un tiempo de 30 min. Además, determinaron una capacidad de absorción de aceite 

similar, situándose en torno a 1.2 g de aceite/g de proteína, pero diferente en el caso del agua, 

siendo aproximadamente 1.5 veces mayor para APS (Figura 8c). Por otra parte, el índice de 

actividad de emulsión y el índice de estabilidad de emulsión del APS fueron significativamente 

iguales a los equivalentes del APC (Figura 8d). Por último, determinaron la concentración mínima 

de gelatinización obteniendo que para el APS gelatiniza a una concentración del 12 % (p/v) 

mientras que el APC lo hace a 14 % (p/v). Por lo que, este estudio demostró que la funcionalidad 

global de la proteína del chícharo era muy cercana a la de la proteína de soya, lo que indica que la 

proteína de chícharo es un prometedor sustituto de la proteína de soya, especialmente en los 

aspectos de funcionalidad asociados a la hidratación.  
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Figura 8. Propiedades funcionales de la proteína de soya y chícharo. 

Modificado de H. Zhao et al. (2020) 

 

 

Existe la posibilidad de mejorar las limitadas propiedades funcionales de las proteínas vegetales 

en los sistemas alimentarios combinándolas con polisacáridos. En particular, la solubilidad baja 

en torno al pI, las propiedades interfaciales en emulsiones y espuma, así como una capacidad 

restringida para la encapsulación de ingredientes, pueden mejorarse considerablemente (Einhorn-

Stoll et al., 2021).  

Pectina. La pectina comercial se obtiene principalmente de materiales de desechos de los cítricos 

y las manzanas (Einhorn-Stoll et al., 2021). El orujo de manzana contiene alrededor de 10-15 % 

de pectina mientras que la cáscara de cítricos contiene 20-30 %. Asimismo, existen fuentes 

alternativas como los desechos de remolacha azucarera de la fabricación de azúcar y desechos de 

mango (Rolin, 2012). 
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Estructuralmente, las pectinas son heteropolisacáridos lineales con masas moleculares elevadas 

(80–400 kDa) constituidos por tres fracciones principales. La primer fracción (65 % del total) es 

un homogalacturonano (HG) que está basado en unidades de ácido α-D-galacturónico (D-GalA) 

unidas a través de enlaces α-(1→4). La cadena de galacturonano puede contener monómeros con 

un grupo carboxílico (C-6) esterificado y/o un grupo hidroxilo (en la posición O-2/O-3). La 

segunda fracción (20-35 % del total) es un ramnogalacturonano I (RG-I) que se encuentra 

construido con unidades del dímero α-(1→4)-α-D-GalA-α-(1→2)-α-L-ramnosa con arabinano, 

galactano y/o cadenas laterales de arabinogalactano con los grupos carboxilo de D-GalA 

esterificados. La última fracción (< 10 % del total) llamada  ramnogalacturonano I (RG-IL) posee 

una columna vertebral lineal de fragmentos de D-GalA unidos a través de enlaces α-(1→4) y 

además, llevan cuatro cadenas laterales de oligosacáridos. Cabe mencionar que la estructura 

química de las pectinas cambia entre diferentes frutos y sus etapas de crecimiento (Ayala-López 

et al., 2020). 

Las pectinas se pueden esterificar con diferentes grupos, incluidos los grupos metilo. Por lo cual, 

estas se clasifican en dos tipos según su grado de esterificación (GE), en pectinas de GE altos (≥ 

50 %) y GE bajos (< 50 %). Las primeras generan geles a pH bajo, estabilizadas por interacciones 

hidrofóbicas, mientras que las segundas forman geles electrostáticamente estabilizados por 

cationes metálicos (Ayala-López et al., 2020). 

Por otro lado, las pectinas son utilizadas ampliamente en la industria alimentaria debido a sus 

propiedades funcionales. Una concentración máxima del 5 % aumenta la viscosidad de un sistema 

sin comprometer fuertemente el comportamiento de agitación y transporte de los productos. 

Mientras que, cuando se utilizan como espesantes que aumentan la viscosidad en bebidas de frutas, 

refrescos, salsas y sorbetes se deben utilizar a concentraciones más bajas (0.01-0.5 %). Además, 

se utilizan principalmente como agentes gelificantes por lo que son responsables de la consistencia 

gelatinosa de las confituras, jaleas y mermeladas. Varios aspectos de la estructura molecular de las 

pectinas influyen en la capacidad de gelificación, como el contenido de GalA, las cadenas laterales, 

grado de esterificación y la distribución de los metilos a lo largo de la cadena. Los factores 

externos, como el pH, la temperatura y su naturaleza también afectan a la gelificación 

(Reichembach & de Oliveira Petkowicz, 2021). 
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La mayoría de las interacciones en los sistemas pectina-proteína vegetal son no covalentes, por lo 

que predominan las interacciones electrostáticas, que dependen principalmente del pH del sistema. 

En general, pueden ser el resultado de una fuerte atracción entre una proteína cargada 

positivamente y un polisacárido cargado negativamente a pH < pI de la proteína, de interacciones 

atractivas débiles entre proteínas no cargadas o cargadas negativamente y polisacáridos cargados 

positivamente a pH > pI, así como de la formación de complejos locales entre regiones cargadas 

positivamente de las moléculas de proteína y un polisacárido cargado negativamente a pH > pI 

(Einhorn-Stoll et al., 2021). Dado que la pectina es un polisacárido aniónico, el primer y tercer 

tipo de interacción electrostática son posibles. Por lo que, las proteínas vegetales pueden formar 

coacervados con la pectina en la región de pH intermedio, donde las dos macromoléculas llevan 

cargas netas opuestas, es decir, a un pH que cumpla con el criterio siguiente, pI del polisacárido < 

pH <  pI de la proteína (Gentile, 2020). 

La goma arábiga (GA). Es un biopolímero obtenido como exudado de árboles maduros de Acacia 

Senegal y Acacia seyal que crecen principalmente en Sudán. Su composición química es compleja 

y puede variar dependiendo de su origen, clima, temporada de cosecha, edad del árbol y 

condiciones de procesamiento. Por lo tanto, a pesar de que ambas gomas tienen tienen los mismos 

residuos de azúcar, existen parámetros que pueden detectar las diferencias entre las dos especies 

(Tabla 7) (Montenegro et al., 2012).  

Tabla 7. Composición y algunas propiedades de la goma de Acacia senegal y A. seyal 
 

A. senegal A. seyal 

% Ramnosa 14.00 3.00 

% Arabinosa 29.00 41.00 

% Galactosa 36.00 32.00 

% Ácido glucurónico 14.50 6.50 

% Nitrógeno 0.36 0.15 

% Proteína 2.41 0.97 

Rotación específica (grados) -30 + 51 

Masa molecular promedio (kDa) 380 850 

                                           Fuente: Montenegro et al. (2012) 

 

Por otro lado, estructuralmente la goma Acacia senegal consta de tres fracciones principales. Una 

fracción principal (88.4 % del total) con unidades de ramnosa, arabinosa y ácido glucurónico 

altamente ramificada, baja en proteínas (0.35 % en peso) y con una masa molar de 279 kDa 



- 35 - 

 

denominada arabinogalactano (AG). Una fracción secundaria (10.4 % del total) con un contenido 

de proteína del (11.8 % en peso) y con una masa molar de 1450 kDa, correspondiente a un 

complejo arabinogalactano-proteína (AGP). Finalmente, una tercera fracción más pequeña (1.24 

% del total) compuesta por una o dos glicoproteínas (GP) (Renard et al., 2006). 

La goma arábiga en polvo se disuelve fácilmente en agua con una viscosidad baja por lo que, se 

pueden hacer disoluciones de hasta el 50 % (m/v) y a concentraciones mayores la dispersión es 

algo similar a un gel. Las viscosidades más altas se producen a un pH = 6. Al igual que con otros 

polisacáridos que contienen grupos ácido carboxílico, su solubilidad es mínima cuando se suprime 

la ionización de los grupos carboxilo (por debajo de un pH  3). En general, se requieren 

concentraciones 20-40 veces mayores, en comparación con otros hidrocoloides, para producir 

viscosidades equivalentes, lo que es una ventaja en sus principales aplicaciones (Phillips & 

Phillips, 2011). Además, es un excelente emulsionante debido a su carácter anfifílico. En el 

proceso de encapsulación, la goma arábiga actúa reduciendo la tensión interfacial aceite-agua, 

facilitando así el rompimiento de las gotas de emulsión durante la homogeneización. La proteína 

se adsorbe fuertemente en la superficie de las gotas de aceite, mientras que las cadenas de 

polisacáridos se extienden hacia la fase acuosa, impidiendo la floculación y la coalescencia de las 

gotas mediante fuerzas de repulsión electrostáticas y estéricas (López-Franco et al., 2015). 

Respecto a los materiales más utilizados en estudios con distintos métodos de encapsulación para 

el licopeno y los compuestos fenólicos se muestran en las Tablas 8 y 9, respectivamente. 

Tabla 8. Materiales de encapsulación de licopeno en diferentes estudios 

Material de la pared Fuente Método Eficiencia (%) Referencia 

Goma arábiga y sacarosa Jitomate fresco Secado por aspersión 94.0-96.0 
(Nunes & Mercadante, 

2007) 

Gelatina y ácido poli (γ-

glutámico) 
Cáscaras de jitomate Liofilización NR (Chiu et al., 2007) 

Gelatina y pectina 
Dispersión oleosa de 

licopeno 

Coacervación compleja 93.2 (Silva et al., 2012) 

Gelatina y goma arábiga 
Licopeno disperso en 

aceite  

Coacervación compleja 90.0 (Rocha-Selmi et al., 

2013) 

Proteína de suero y goma 

de acacia 

Cáscaras de jitomate Coacervación compleja 

y liofilización 

83.6 (Gheonea et al., 2021) 

NR: No reportada. 
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Tabla 9. Materiales de encapsulación de compuestos fenólicos en diferentes estudios 

Material de la pared Fuente Método Eficiencia (%) Referencia 

Proteína de suero y 

maltodextrina 

Hojas de Orthosiphon 

stamineus 

Secado por aspersión 86.7 (Pang et al., 2014) 

Goma arábiga y gelatina Brócoli Coacervación 

compleja 

60.0 (Sánchez et al., 2016) 

Maltodextrina y gelatina Terminalia arjuna Secado por 

aspersión/congelación 

51.0-79.0  

(Sawale et al., 2017) 

Maltodextrina y goma 

arábiga 

Terminalia arjuna Secado por 

aspersión/congelación 

97.0 

Maltodextrina y goma 

arábiga 

Piel de cebolla Liofilización 84.4-89.2 (Akdeniz et al., 2018) 

Maltodextrina, proteína de 

suero y goma arábiga 

Cáscara de manzana 

(Amasya) 

Liofilización y 

ultrasonido 

86.9  

(El-Messery et al., 2019) 

Secado por aspersión 80.2 

 

 

2.2.3. Clasificación de las cápsulas  

Las cápsulas se pueden clasificar de acuerdo a su forma, en microcápsulas y microesferas. Las 

primeras poseen internamente un reservorio hueco mientras que, las segundas poseen un sistema 

de matriz en la que el núcleo se dispersa y/o disuelve uniformemente en una red de polímeros 

(Santos-Sánchez et al., 2020). Mientras que de acuerdo a su tamaño se pueden clasificar en 

macrocápsulas (> 5000 µm), microcápsulas (1-5000 µm) y nanocápsulas (< 1 µm) (Santos-

Sánchez et al., 2020). El tamaño de las cápsulas se encuentra estrechamente relacionado con el 

tamaño de las gotas producidas durante las emulsiones. Estas determinan la estabilidad, apariencia, 

textura, sabor y destino gastrointestinal del producto final; sin embargo, existen diferentes factores 

que influyen en el tamaño de las gotas, tal como el tensoactivo, el homogeneizador, la temperatura 

y las propiedades fisicoquímicas de las fases. 

Tensoactivo. El tensoactivo influye en el tamaño de las gotas al reducir la tensión interfacial entre 

la fase oleosa y la acuosa, lo que facilita la ruptura de las gotas durante la agitación. En 

consecuencia, el tensoactivo se absorbe con mayor rapidez haciendo que las gotas producidas, con 

una energía constante de dispersión del homogeneizador, sean más pequeñas. Por otra parte, 

cuando la concentración del tensoactivo no es suficiente para cubrir toda el área de las gotas 

creadas por el homogeneizador, el tamaño de las gotas se rige principalmente por la concentración 

del emulsionante en lugar de la entrada de energía del homogeneizador. Mientras que, cuando la 

concentración del tensoactivo presente es el necesario para cubrir completamente toda el área de 
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la superficie de las gotas creadas por el homogeneizador, el tamaño de las gotas es independiente 

de la concentración del emulsionante y depende principalmente de la energía de entrada del 

homogeneizador. En estas circunstancias, el diámetro medio de gota que se puede producir 

depende de las condiciones de la velocidad de agitación (McClements, 2015). 

Homogeneizador. El homogeneizador utilizado debe ser capaz de generar un gradiente de presión 

lo suficientemente grande como para romper cualquier gota de tamaño mayor. Asimismo, la 

emulsión debe pasar suficiente tiempo dentro de la zona de homogenización para que todas las 

gotas se rompan por completo. Cuando una emulsión pasa a través de un homogeneizador 

demasiado rápido o si hay una distribución desigual de la energía disruptiva dentro de la zona de 

homogeneización, es posible que algunas de las gotas no se rompan (McClements, 2015). 

Propiedades de las fases de los componentes. La composición y las propiedades fisicoquímicas 

de las fases oleosa y acuosa también influyen en el tamaño de las gotas producidas durante la 

homogeneización, la variación en el tipo de aceite o en la fase acuosa alteran la relación de 

viscosidad.  Los aceites presentan diferentes tensiones interfaciales cuando se ponen en contacto 

con el agua debido a que presentan distintas estructuras moleculares o porque contienen diferentes 

cantidades de impurezas activadas en la superficie, como ácidos grasos libres. Estas impurezas 

tenderán a acumularse en la interfase aceite-agua y disminuirán la tensión interfacial. Por otra 

parte, la fase acuosa de una emulsión puede contener una variedad de componentes, incluidos 

minerales, ácidos, bases, biopolímeros, azúcares, alcoholes y burbujas de gas. Estos componentes 

pueden alterar el tamaño de las gotas producidas durante la homogenización debido a su influencia 

en la reología, la tensión interfacial y en la coalescencia (McClements, 2015). 

Temperatura. La viscosidad de las fases oleosa y acuosa depende de la temperatura y, por lo 

tanto, el tamaño mínimo de gota que se puede producir puede verse alterado debido a una variación 

en la relación de viscosidades entre las fases. Por lo general, la viscosidad de los aceites disminuye 

más rápidamente al aumentar la temperatura que la viscosidad del agua; por lo tanto, para una 

emulsión de aceite en agua la viscosidad tiende a disminuir, lo que facilita la ruptura de las 

microgotas a temperaturas más altas. Además, el calentamiento de una emulsión generalmente 

provoca una ligera reducción en la tensión interfacial entre las fases de aceite-agua lo que facilita 

la producción de pequeñas gotas (McClements, 2015). 
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2.3. Emulsiones 

Una emulsión consta de dos líquidos inmiscibles, uno de los cuales se dispersa como pequeñas 

gotas en el otro. Las emulsiones se pueden clasificar de acuerdo a su número de fases en  simples 

y dobles, o de acuerdo al tamaño de las gotas  en macro, micro y nanoemulsiones (McClements, 

2007). 

Las emulsiones simples constan de gotas de aceite dispersas en una fase acuosa (o/w), por ejemplo: 

leche, crema, mayonesa, o de gotas de agua dispersas en una fase de aceite (w/o), por ejemplo: 

mantequilla (McClements, 2007). En tanto que, las emulsiones dobles son emulsiones dentro de 

emulsiones, es decir, la fase dispersa es una emulsión en sí. De acuerdo a su morfología las 

emulsiones dobles se pueden clasificar en emulsiones de agua en aceite en agua (w/o/w) o en 

emulsiones de aceite en agua en aceite (o/w/o). La primeras son  sistemas continuos de agua que 

contienen gotas de aceite con gotas de agua más pequeñas dispersas en su interior. Mientras que 

las segundas son sistemas continuos de aceite que contienen gotas de agua con gotas de aceite más 

pequeñas en su interior (Furuta & Neoh, 2021). 

Las emulsiones w/o/w ofrecen varias ventajas, como la posibilidad de cargar  materiales centrales 

hidrofílicos e hidrofóbicos simultáneamente (Figura 9), el desarrollo de productos alimentarios 

reducidos en grasa mediante la sustitución parcial de la fase dispersa lipofílica por una fase acuosa 

y la liberación controlada de materiales de núcleo encapsulados. Dentro de las desventajas se puede 

encontrar que son más difíciles y costosas de preparar que las emulsiones convencionales, y suelen 

ser muy suceptibles a romperse durante el almacenamiento (Salvia-Trujillo et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

                                                  

 

Figura 9. Emulsión w/o/w. 

 Adaptado de Salvia-Trujillo et al., (2018) 

Gotitas de agua 

Gotitas de aceite 

 Componente bioactivo hidrofílico 

 Componente bioactivo lipofílico 

Agente tensoactivo hidrofílico 

Agente tensiactivo lipofílico 



- 39 - 

 

El procedimiento estándar para producir una emulsión doble implica dos etapas separadas. Se 

utiliza un tensoactivo lipofílico (polirricinoleato de poliglicerol (PGPR), lecitina o Span 80) en la 

primera etapa para preparar la emulsión primaria w/o, y posteriormente se utiliza un tensoactivo 

hidrofílico (etoxilatos como el tween 80 y tween 20 o el dodecilsulfato de sodio) diferente en la 

segunda etapa para hacer la emulsión secundaria w/o/w. La elección de la metodología en la etapa 

de emulsión secundaria es crítica para la preparación de una formulación con buen 

comportamiento, (Figura 10) (Muschiolik & Dickinson, 2017). 

 

 

 

Figura 10. Proceso de preparación en dos pasos de una emulsión doble. 

Adaptado de Mudrić et al. (2019) 

 

 

2.3.1. Tensoactivos 

Los tensoactivos son moléculas que disminuyen la tensión superficial e interfacial en las interfases 

entre sólidos, líquidos y gases. Pueden mantener la estabilidad de las fases dispersas, regulando el 

intercambio de energía y materia en procesos naturales y sintéticos. Por lo cual, la adición de estos 

en fases incompatibles es crucial (Cortés et al., 2021). Para mostrar estas dos propiedades físicas, 

un tensoactivo debe tener una estructura química con dos grupos funcionales diferentes con distinta 

afinidad dentro de la misma molécula, un grupo funcional hidrofóbico y otro hidrofílico. 

Los tensoactivos se clasifican en tensoactivos iónicos y no iónicos (Figura 11a). Los primeros se 

subclasifican en tensoactivos aniónicos, en los que el grupo hidrofílico se disocia en aniones en 

disoluciones acuosas; tensoactivos catiónicos, que se disocian en cationes, y tensoactivos anfóteros 

que se disocian en aniones y cationes, a menudo en función del pH (Nakama, 2017). Además, 

pueden presentar dos cadenas de hidrocarburos unidas a una cabeza polar y se denominan 
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tensoactivos de doble cadena. Mientras que, aquellos que contienen dos grupos hidrofóbicos y dos 

hidrofílicos se denominan tensoactivos "gemínicos". Por otra parte, las moléculas anfifílicas 

pueden tener dos grupos de cabeza (ambos aniónicos, ambos catiónicos o uno aniónico y otro 

catiónico) unidos por un espaciador hidrofóbico. Este tipo de moléculas se denominan "bola-

anfífilas", comúnmente conocidas como "bolaformas"(Figura 11b) (Ghosh et al., 2020).  

Por otro lado, los tensoactivos pueden clasificarse en función del balance hidrofílico-lipofílico 

(BHL), que indica su tendencia relativa a la solubilidad en fases oleosas o acuosas (regla de 

Bancroft). Aquellos tensoactivos con un número BHL de 3-6 tienen tendencia a la formación de 

emulsiones de agua en aceite, por ejemplo, los ésteres de glicerol, los ésteres de ácidos grasos de 

propilenglicol, los ésteres de poliglicerol y los ésteres de ácidos grasos de sorbitol. Mientras que, 

aquellos con un  BHL de 10-18  tienen tendencia a la formación de emulsiones de aceite en agua, 

por ejemplos, las proteínas, los fosfolípidos, las sales de sodio y potasio, los hidrocoloides, los 

alginatos, los ésteres de ácidos grasos polioxietilénicos (tweens) y la carboximetilcelulosa. Por 

otra parte, los tensoactivos con un número BHL de 7-9 se conocen como "agentes humectantes", 

como el dioleato de hexaglicerol, el monolaurato de sorbitán, la lecitina de soya y el monoestearato 

de triglicerol. Estos agentes no tienen una preferencia particular por el aceite o el agua (Marhamati 

et al., 2021). 

 

Figura 11. Clasificación de los tensoactivos (a) Según la carga iónica en su grupo polar (b) De acuerdo a 

su estructura. Adaptada de Ghosh et al. (2020) y Cortés et al. (2021) 
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2.3.2. Estabilidad de las emulsiones 

El grado de estabilidad de una emulsión está determinada por factores como el tamaño de las 

partículas, la distribución del tamaño de las partículas, la diferencia de densidad entre las fases 

dispersa y continua, y por la integridad química de la fase dispersa (Maphosa & Jideani, 2018). 

Varios fenómenos como la separación gravitacional, floculación, coalescencia, maduración de 

Ostwald y la inversión de fase son responsables de la desestabilización de las emulsiones (Tabla 

10) (McClements, 2007). 

Tabla 10. Mecanismos de inestabilidad más comunes que ocurren en las emulsiones 

Mecanismo  Definición 

Inversión de fase 

  

 

 

Una emulsión de aceite en agua cambia a una 

emulsión de agua en aceite, o viceversa 

Separación gravitatoria 

  

 

Las gotas se mueven hacia arriba ("crema") o hacia 

abajo (“sedimentación”) debido a que tienen una 

densidad más baja o más alta que el líquido que las 

rodea  

Floculación 

 

 

Dos o más gotas se juntan para formar un agregado en 

el que cada una de las gotas iniciales conserva su 

integridad individual 

Coalescencia 

 

 

 

Dos o más gotas se fusionan para formar una sola gota 

más grande 

Maduración de Ostwald 

 

 

Las gotas más grandes crecen a expensas de las gotas 

más pequeñas, debido al transporte masivo del 

material de la fase dispersa a través de la fase continua 

          Fuente: McClements, (2007). 
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2.4. Caracterización de las microcápsulas  

2.4.1. Contenido de fenoles totales 

La cuantificación de fenoles totales generalmente se lleva a cabo empleando el método de Folin-

Ciocalteu. Este método evalúa la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes 

(Santos-Sánchez et al., 2019). La naturaleza química precisa del reactivo de Folin-Ciocalteu no se 

encuentra claramente definida, pero se piensa que puede contener un complejo de ácido 

fosfomolibdato-fosfotungstato que se reduce para obtener un cromóforo azul con máxima 

absorbencia a 765 nm. La intensidad de color es proporcional al número de grupos hidroxilos de 

la molécula. En la medición, se agrega Na2CO3 porque los compuestos fenólicos solo reaccionan 

con el reactivo de Folin-Ciocalteu en condiciones alcalinas, los protones en los compuestos 

fenólicos se disocian en iones fenólicos (Martono et al., 2020). El ion molibdato central del 

complejo es aceptado como sitio reductor, donde el ion Mo6+ se reduce a Mo5+ al aceptar un 

electrón donado por el antioxidante fenólico (Figura 12). El ensayo de Folin-Ciocalteu para la 

medición del contenido de fenoles totales (TPC) presenta ventajas como la sencillez y 

reproducibilidad del método. Sin embargo, también tiene algunos inconvenientes. El ensayo puede 

presentar sobreestimación del TPC debido a la contribución de agentes reductores no fenólicos 

presentes en el sistema al reducir el reactivo de Folin-Ciocalteu, tal como los azúcares reductores 

y ciertos aminoácidos (Munteanu & Apetrei, 2021). 

Na
2
CO

3
2 Mo 6+ 2 Mo 5+ + 2 H+

 

           Ácido gálico           Iones fenólicos del ácido gálico 

 

          Amarillo                                                        ʎ = 765 nm                                                                       Azul 

Figura 12. Reacción del ácido gálico con el reactivo de Folin-Ciocalteu 

 Adaptado de Martono et al. (2020) 

 

2.4.2. Microscopía óptica 

La microscopía es una técnica de imagen ampliamente utilizada en la investigación, la 

farmacéutica, en el desarrollo de procesos y en el control de la calidad de productos fabricados. 
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Una de sus principales aplicaciones es la caracterización del tamaño, la morfología y la 

cristalinidad de las partículas presentes en la muestra analizada (Kulkarni & Shaw, 2016). 

La mayoría de los microscopios ópticos utilizan al menos dos lentes. La primera resolución se 

denomina lente objetivo y se coloca junto a la muestra. El usuario puede elegir entre varios lentes 

objetivo para utilizar el grado de aumento deseado normalmente de 4x 10x, 40x o 100x. La segunda 

lente se encuentra en el ocular y se denomina lente ocular, este lente suele ajustarse a 10x. Aunque 

cada microscopio óptico compuesto es único, manipulan la luz de manera similar para ampliar una 

muestra. Un condensador concentra los rayos luminosos sobre una muestra y, la luz transmitida a 

través de la muestra posteriormente es recolectada y magnificada por la lente del objetivo. Esta 

imagen ampliada se enfoca en la lente ocular, que esencialmente actúa como una lupa para ampliar 

aún más la imagen de la lente del objetivo (Carter & Shieh, 2015) 

El límite teórico de resolución de un microscopio es de aproximadamente 0.2 μm, pero en la 

práctica es difícil obtener mediciones confiables por debajo de 1 μm. Otro de los inconvenientes 

de la microscopía óptica es la posibilidad de que la preparación de la muestra altere la estructura 

de la muestra analizada. Sin embargo, puede proporcionar información valiosa sobre la 

distribución del tamaño de las partículas, para distinguir fenómenos como la floculación y la 

coalescencia que suelen ser dificiles de detectar por técnicas que se basan en la dispersión de la 

luz (McClements, 2015). 

En la actualidad, la mayoría de los microscopios ópticos modernos están conectados a 

computadoras personales que pueden almacenar y analizar imágenes digitales rápidamente y, por 

lo tanto, facilitar su operación. 

 

2.4.3. Espectroscopía UV/visible 

La espectroscopía UV/vis es una técnica que permite medir diversas interacciones entre la energía 

radiante y la materia, una de ellas es la absorción, en un intervalo de longitud de onda de 200-780 

nm. La absorción de la luz UV/vis está condicionada a moléculas con grupos que presentan 

transiciones electrónicas. El análisis cuantitativo basado en la espectroscopía de UV/vis se describe 

mediante la ley de Lambert-Beer que consiste en la correlación entre la cantidad de luz absorbida 

por la muestra y la concentración del compuesto o molécula absorbente en la matriz en un intervalo 



- 44 - 

 

lineal. Las mediciones analíticas pueden ser afectadas por diferentes factores, como la naturaleza 

compleja de la muestra, debido a que la matriz puede contener sustancias interferentes. Por otra 

parte, las mediciones deben realizarse en disoluciones homogéneas, debido a que las disoluciones 

heterogéneas pueden provocar interferencias por absorción y dispersión de la luz debido a 

partículas suspendidas en el medio (Power et al., 2019). 

El espectrofotómetro de UV/vis de doble haz tiene una fuente que emite todas las frecuencias de 

la luz UV/vis, posteriormente un monocromador selecciona una longitud de onda de luz, la cual 

se separa en dos haces. Un haz pasa a través de la celda de la muestra, mientras que el otro pasa a 

través de la celda de referencia. El detector mide la relación de los dos haces y esta información 

es procesada como una relación de absorbencia versus longitud de onda que da origen a un espectro 

de UV/vis (Wade, 2011), Figura 13. 

 

Figura 13. Diagrama básico de espectroscopía de UV-Visible5  

 

2.5. Cuantificación de la eficiencia de la encapsulación 

Eficiencia de encapsulación (EE). La EE se calcula como una relación entre la cantidad de 

compuesto bioactivo presente en las microcápsulas respecto al compuesto bioactivo utilizado 

inicialmente en su producción (Raveern et al., 2015). La eficiencia de encapsulación se calcula de 

la manera siguiente: 

% EE =
(TCB − SCP) X 100

TCB
 

 
5 https://miseptiembrerojo.wordpress.com/2018/01/29/espectroscopia-uv-visible-uv-vis/. Consultado el 10/12/2020 
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Donde, TCB = contenido del compuesto bioactivo de una cantidad conocida de microcápsulas 

después de la ruptura, y SCP = contenido del compuesto bioactivo en la superficie de las 

microcápsulas. 

2.6.  Cuantificación de proteína por Biuret 

Para determinar la cantidad de proteína en los alimentos, es importante contar con métodos 

analíticos estandarizados. En la industria alimentaria, existen varios métodos para cuantificar el 

contenido de proteínas, estos incluyen los métodos de Kjeldahl y los métodos de medición directa 

que utilizan espectroscopía UV/vis; Biuret, Bradford y Lowry. Estos últimos son fáciles de usar, 

no son costosos y pueden cuantificar pequeñas cantidades de proteína (Hayes, 2020). 

El método de Biuret se basa en la formación de un complejo de Cu2+ con los grupos funcionales 

de los enlaces peptídicos de la proteína a partir del reactivo de Biuret-Cu2+ (Figura 14). La 

formación de un complejo Cu2+-proteína requiere dos enlaces peptídicos y produce un quelato de 

color violeta, producto que se mide por espectroscopía de absorción a 540 nm. También es posible 

realizar determinaciones de proteína a longitudes de onda de hasta 650 nm (Hortin & Meilinger, 

2005). Siempre y cuando el intervalo de concentración evaluado manifieste un comportamiento 

lineal con respecto a la concentración del total de proteínas. Esta relación permite una curva 

estándar que es utilizada para calcular la concentración de una muestra desconocida (Keppy & 

Allen, 2009). 

2

2-

 

Figura 14. Quelato violeta formado a partir de la reacción de cuatro moléculas del reactivo de Biuret con 

una disolución alcalina de CuSO4
6. 

 

 
6 https://study.com/academy/lesson/what-does-biuret-test-for-method-equation.html 



- 46 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 47 - 

 

Capítulo 3. Metodología 
 

En esta sección se presenta el proceso empleado para la obtención de microcápsulas de los 

extractos de Solanum lycopersicum var. cerasiforme ricos en compuestos fenólicos y licopeno. 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Esquema general de la metodología que se utilizó en este proyecto. 

 

3.1. Materiales, reactivos y equipos 

3.1.1. Materiales, reactivos y disolventes 

Material vegetal. Para el presente estudio se utilizó el jitomate cherry Rubino Top (Solanum 

lycopersicum var. cerasiforme). El fruto fue recolectado de un invernadero el viernes 10 de junio 

del 2021, ubicado en la comunidad San Baltazar Chichicapam perteneciente al Municipio de 

Ocotlán, Oaxaca, México. Localización: 47°33'11''N 10°44'07''E, 275 MSNM.  Las muestras 

fueron transportadas al laboratorio de Agroindustrias el 13 de junio del 2021. 

Reactivos. Albúmina de huevo (99.8 %), azida de sodio (99.7 %), lauril sulfato de sodio; tartrato 

de Na y K (99.0-102.0 %), todos de la marca FAGALAB; ácido ferúlico (99.0 %), ácido p-

hidroxibenzoico (≥ 99.0 %), ácido cafeico (≥ 98.0 %), ácido p-cumárico (≥ 98.0 %), quercetina (≥ 

95.0 %), ácido clorhídrico (≥ 37.0 %), ácido gálico monohidratado (98 %), 2,6-di-tert-butil-4-
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metilfenol (BHT) todos de la marca Sigma-Aldrich; fosfato monobásico de sodio cristales (100.2 

%), yoduro de potasio (99.5 %) ambos de la marca J.T. Baker; fosfato dibásico de sodio 

dodecahidratado cristales, sulfato cúprico (99.0  %)  ambos de la marca Baker Analyzed; aceite de 

aguacate, carbonato de sodio (Bashkir Soda company), cloruro de sodio anhidro (Merck, ≥ 99.5 

%), ftalato ácido de potasio (Merck), goma arábiga (Quial, 100.0 %), hidróxido de sodio (Golden 

Bell, 98.0 %), pectina de alto grado de esterificación (Ma Baker and Chef, lote 62433.1), proteína 

de chícharo (lote 040119, 80.0 %), proteína aislada de soya (Food Technologies Trading, lote 

20200727, 90.0 %), reactivo de Folin-ciocalteu (Fluka, 2M), transglutaminasa MCS. 

Disolventes. Acetona (≥ 99.5 %), metanol (98.2 %), ambos de Química Rique S.A. de C.V.; 

acetonitrilo (J.T. Baker, 99.98 %), etanol (Conquimex, 96 %), hexano (Meyer, ≥ 98.5 %), tolueno 

(Sigma-Aldrich, ≥ 99.5 %), agua tipo 1. 

 

3.1.2. Equipos 

Agitador de vórtex (IKA modelo: VORTEX 3); balanza analítica (Sartorius, modelo: BL 210 S); 

batidora de inmersión (BRAUN); bomba de vacío (vacuubrand, modelo: MZ 2C); centrífuga 

(CAPP-Rondo, modelo: CR-68X); centrífuga (VELAB prime); centrífuga (AOSHEN, modelo: 

Mlnl-10k); espectrofotómetro colorímetro (HunterLab UltraScanVis); espectrofotómetro de FT-

IR-ATR (Bruker, modelo: Alpha platinum); espectrofotómetro UV/vis (WAVELENGTH, 

modelo: 721); evaporador rotatorio (BUCHI, Modelo: R-3); evaporador rotatorio (IKA, modelo: 

RU10); fuente de sodas (OSTER, modelo 002523-013-00); horno de secado y esterilizado 

(PRENDO, modelo: HSCF-30); Sistema de HPLC (GBC Scientific Equipenmet Pty Ltd, 

Australia) constituido de una bomba de gradiente cuaternario (GBC LC 1150), un detector de 

UV/vis GBC LC 1205, un degasificador de disolventes (GBC Scientific Equipment, LC 1460), 

una precolumna de fase reversa C18 (GL Science Inertsil ODS-3, 5 µm, 10 mm x 4.6 mm) y una 

columna C18 de 4.6 mm x 250 mm (GL Science Inertsil ODS-3, 5 µm, 250 mm x 4.6 mm, C/N 

5020-01732 S/N 2EI86110), equipado con el software PCChrom versión 4.7.0 (H&A Scientific, 

Inc., USA) empleado como interfase; lector de microplacas (BioTek Instruments, modelo: 

ELx808); microscopio óptico (Omax, modelo: DC5V); minimezclador (Norpro); parrilla de 

agitación (Thermolyne, modelo: SP-131325); potenciómetro (Ohaus, modelo: Started 3100); 
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refractómetro (Abbe); baño de ultrasonido (Ultrasonic Cleaner, modelo: SB-3200 DTN); baño de 

ultrasonido (Baku, modelo: Bk 2400); vernier digital. 

3.2. Caracterización física de la muestra de jitomate cherry 

Los jitomates cherry (S. lycopersicum var. cerasiforme) se seleccionaron después de una 

inspección visual en función del tamaño y el color, verificando que los frutos no presentaran daños 

físicos y se encontraran en una tonalidad rojiza del 60-90 % de su superficie de acuerdo con la 

escala de colores de la USDA, (1997). Posteriormente, se lavaron con jabón y agua.  

El tamaño del fruto se midió con un vernier digital y posteriormente, se calculó la relación entre 

el diámetro ecuatorial y el diámetro axial. Los jitomates que presentaron una variación igual o 

menor al 5 % con respecto a la media poblacional de la relación dp/de, fueron utilizados para realizar 

las pruebas posteriores.  

Para determinar el volumen de los jitomates se utilizó el método del desplazamiento de tolueno, el 

cual consisitió en colocar 60 mL de tolueno dentro de una probeta de 100 mL y posteriormente, 

sumergir dentro un jitomate. El volumen del jitomate se calculó realizando la diferencia entre el 

volumen final del tolueno en la probeta después de sumergir el jitomate y volumen inicial de 

tolueno presente en la probeta. La determinación se realizó a 10 diferentes jitomates seleccionados 

al azar y el contenido se expresó como el promedio de todas las mediciones ± desviación estándar 

(Ukey et al., 2010). 

Los parámetros L*, a*, b* de la muestra se midieron a 10 diferentes frutos en un colorímetro 

espectrofotómetro; utilizando el iluminante D65, un ángulo de visión de 10° y con un diámetro de 

observación de 1.25 cm. Estos parámetros se utilizaron para calcular el ángulo de tono h◦
ab y el 

valor de cromaticidad C∗
ab, con las fórmulas siguientes (Julián-Loaeza et al., 2011):. 

hab
° = tan−1 (

b∗

a∗
) 

Cab = (a∗2+b∗2)0.5
∗  
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3.3. Caracterización fisicoquímica de la muestra de jitomate cherry 

Porcentaje de humedad (AOAC 934.06). Se pesaron 5.0 ± 0.1 g de jitomate cherry en crisoles 

previamente llevados a peso constante. Después, las muestras fueron colocadas en un horno a 

105°C durante 6 h. Posteriormente, las muestras secas se colocaron en un desecador durante 10 

min a temperatura ambiente y condiciones anhidras para finalmente ser pesadas. La humedad se 

reportó en porcentaje. Las determinaciones se realizaron por triplicado y el contenido de humedad 

reportado fue el promedio de las tres mediciones ± desviación estándar. 

% Humedad =
Masa húmeda del jitomate (g) − Masa seca del jitomate (g)

Masa húmeda del jitomate (g)
x100 

 

Dentro de las características fisicoquímicas de los jitomates cherry se evaluaron el contenido de 

sólidos solubles totales, la acidez titulable y el pH. 

Contenido de sólidos solubles totales (Angón-Galván, 2006). Primero, el refractómetro se calibró. 

Para esto, en el prisma de Amici se colocó agua tipo 1 procurando cubrir completamente la 

superficie de este. Posteriormente, se cerró el cubreobjetos y se ajustó el tornillo de ajuste de 

manera que la línea de división blanco/azul coincidiera con la línea de cero °Brix. Finalmente se 

limpió la superficie con un pañuelo de papel. Una vez realizada la calibración, al puré del jitomate 

previamente elaborado se centrifugó por 10 min a 900 g y dos gotas del sobrenadante se colocaron 

sobre el prisma. Finalmente, los sólidos solubles se midieron y se expresaron en °Brix. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado y el contenido se expresó como el promedio de las 

tres mediciones ± desviación estándar. 

Acidez titulable por un método potenciométrico (Nielsen, 2017). Para la determinación de la acidez 

titulable, en un vaso de precipitados de 100 mL se agregaron 20 mL del puré de jitomate y 50 mL 

de agua libre de CO2. El vaso de precipitados se colocó sobre una parrilla de agitación y se introdujo 

un electrodo a la disolución. Posteriormente, la muestra se tituló con una disolución valorada de 

NaOH 0.1 N, agitando la disolución continuamente con ayuda de una barra de agitación magnética. 

El pH de la muestra se registró previo al inicio de la titulación y después de adicionar volúmenes 

de disolución de NaOH 0.1 N a intervalos de 0.5 mL. Las lecturas de pH se registraron después de 

un tiempo de reposo de 1.5 min. La titulación se concluyó cuando la disolución de la muestra 

alcanzó un pH de 9.0. Por último, se construyeron curvas de volumen de agente titulante vs el pH 
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y volumen vs dpH/dV. Las determinaciones se realizaron por triplicado, y se expresaron como el 

promedio ± desviación estándar.  

La acidez titulable (TA) se expresó como % de ácido cítrico. 

 

 

Donde, N = Normalidad del NaOH (mEq/mL), V = Volumen de NaOH (mL), mEq = masa 

equivalente del ácido cítrico (64.06 mg/mEq), m = masa de muestra (g) y 1,000 = Factor que 

relaciona mg con gramos (mg/g). 

El pH (AOAC 981.12), Primeramente, se realizó una homogeneización de la muestra molida y 

posteriormente se leyó el pH con un potenciómetro previamente calibrado. Las determinaciones 

se realizaron por triplicado y el contenido fue el promedio de las tres mediciones ± desviación 

estándar. 

Para llevar a cabo las pruebas posteriores se efectuó una homogeneización de la muestra mediante 

la realización de una molienda durante 3 min para posteriormente realizar una pausterización lenta 

a 75 ± 3 °C durante 5 min (Deak, 2014). 

3.4. Obtención del extracto de jitomate cherry 

Una vez caracterizada físicamente la fruta se procedió a la obtención de un extracto rico en 

licopeno y compuestos fenólicos. La obtención del extracto se llevó a cabo de acuerdo con el 

método utilizado por Jiménez-Durán et al. (2020) con algunas modificaciones. A una mezcla de 4 

g del puré de jitomate cherry y 30 mL de una disolución de etanol:acetona 2:3 % (v/v) se sonicó 

durante 30 min a temperatura ambiente; después, se retiró el sobrenadante y los sedimentos se 

volvieron a extraer por una segunda y tercera vez, de forma consecutiva. Para asistir la extracción, 

las mezclas antes mencionadas se sonicaron durante 15 min con 30 mL y 10 mL de una disolución 

de etanol:acetona 2:3 % (v/v) , respectivamente. Los sobrenadantes se filtraron a través de un papel 

filtro de 0.45 μm. A continuación, los filtrados se recuperaron, se combinaron y se evaporaron a 

vacío en un evaporador rotatorio a 40 ºC, hasta que se obtuvo el extracto libre de disolvente como 

un líquido viscoso de color rojizo. Finalmente, este extracto se almacenó a -20 °C para su 

conservación hasta su uso posterior. 

% (
m

m
)  de ácido cítrico =  

N x V x mEq

m x 1000
 x 100 



- 52 - 

 

3.5. Determinación de licopeno y fenoles en el extracto de jitomate 

cherry 

3.5.1. Cuantificación de licopeno 

Disolución al 0.05 % de hidroxitolueno butilado (BHT). Para inhibir la oxidación del licopeno 

durante la etapa de cuantificación, se utilizó una disolución de BHT. En un matraz aforado de 10 

mL se colocaron 10 mg del antioxidante y se aforó con acetona. A partir de esta disolución se 

preparó el BHT al 0.05 %. 

Disolución de etanol acuoso al 95 % (v/v). En un matraz volumétrico de 50 mL se colocaron 2.5 

mL de agua y se aforó con etanol. 

La cuantificación de licopeno se realizó de acuerdo a la metodología empleada por Santos-Sánchez 

et al. (2012). A 80 ± 1 mg de los extractos obtenidos en la sección 3.4 se les adicionaron 5 mL de 

BHT al 0.05 % en acetona. Posteriormente, se agregaron 5 mL de etanol acuoso al 95 % (v/v) y 10 

mL de hexano. Los tubos con la mezcla anterior se agitaron con vórtex durante 10 min para la 

extracción de licopeno. Una alícuota de 3.5 mL del sobrenadante fue transferida a una celda 

espectrofotométrica de cuarzo. Posteriormente, se midió la absorbencia del sobrenadante en un 

espectofotómetro de UV/vis a 503 nm contra un blanco de hexano. El contenido de licopeno 

presente en el extracto de jitomate se calculó de acuerdo a Fish et al. (2002), empleando la ecuación 

siguiente:  

Licopeno (
mg

100g muestra
) = (

A503 x 312

g muestra
) 

Las determinaciones se realizaron por triplicado y el contenido se expresó en mg/100 g de muestra 

seca y fue el promedio de las tres mediciones ± desviación estándar. 

 

3.5.2. Cuantificación de los compuestos fenólicos totales 

Disolución de Na2CO3 al 0.5 % (m/v). En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 50 mg de 

Na2CO3 y después el matraz se aforó con agua tipo 1. 

Reactivo de Folin-Ciocalteu 0.1 M. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 0.5 mL de 

reactivo de Folin-Ciocalteu 2 M y posteriormente el matraz se aforó con agua tipo 1. 
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Disolución stock ácido gálico 100 μg/mL. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 10 mg 

de ácido gálico y después el matraz se aforó con agua tipo 1. A partir de esta disolución se preparó 

la disolución ácido gálico de 100 μg/mL. 

Disoluciones estándares de ácido gálico. La preparación de los cinco estándares a concentraciones 

de 5, 10, 15, 20 y 25 μg/mL se llevó a cabo partiendo de la disolución de 100 μg/mL de ácido 

gálico. 

Disolución del extracto. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 40 mg de extracto 

obtenido en la sección 3.4 después el matraz se aforó con etanol al 90 %. 

Para la cuantificación de TPC presentes en el extracto se utilizó el método reportado por Oropeza-

Guerrero, (2012). En una microplaca de 96 pozos con capacidad de 360 μL, se colocaron 40 μL 

de la disolución del extracto o del estándar y se le adicionaron 40 μL del reactivo Folin-Ciocalteau 

0.1 M. Posteriormente, la microplaca se dejó reposar por 3 min a temperatura ambiente y se agitó 

por 15 s a velocidad baja en el lector de microplacas. Transcurrido este tiempo, a la mezcla se le 

adicionaron 40 μL de Na2CO3 al 0.5 %, se dejó reposar 30 min a 40 °C y se agitó por 1 min a 

velocidad media. Al blanco de la muestra o del estándar se le adicionó agua en lugar del reactivo 

de Folin-Ciocalteu. Para el blanco del estándar se utilizó el estándar de 25 μg/mL. La lectura de 

absorbencia se determinó a una longitud de onda de 750 nm. La curva de calibración se construyó 

con los datos de absorbencia de los estándares de ácido gálico y a partir de la ecuación de 

calibración se obtuvo el contenido de fenoles totales expresados como mg equivalentes de ácido 

gálico (GAE/100 g masa de muestra seca). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado 

y el contenido de compuestos fenólicos en la muestra fue expresado como el promedio ± 

desviación estándar. 

 

3.5.3. Cuantificación de los compuestos fenólicos mayoritarios por HPLC 

Preparación de la muestra 

A 3 g de jitomate se le realizó la extracción de los compuestos fenólicos y licopeno de acuerdo 

con la sección 3.4. Los extractos obtenidos se conservaron en un matraz bola de 250 mL. A 

continuación, al matraz que contenía al extracto se le adicionaron 12.5 mL de etanol, 12.5 mL de 

acetona, 25 mL de hexano y 3.5 mL de agua tipo 1. Esta mezcla se agitó en vórtex durante 1.5 min 
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para promover la separación de la fase polar de la no polar contenidas en el extracto. A 

continuación, esta mezcla se retiró del matraz y se resguardó en ausencia de luz. Para asegurar la 

completa recuperación del extracto contenido en el matraz se adicionaron 6 mL de etanol, 6 mL 

de acetona y 1.5 mL de agua tipo 1, y la mezcla se sonicó durante 30 s. Posteriormente, los dos 

extractos se combinaron y se colocaron en un embudo de separación para retirar la fase no polar 

rica en licopeno de la fase polar rica en los compuestos fenólicos de interés. Esta última fase se 

evaporó en un evaporador rotatorio a 40 ºC y presión reducida. Esta fracción de fenoles, libre de 

disolvente se llevó a un volumen de 1 mL empleando como disolvente la mezcla de 

agua/acetonitrilo/ácido fórmico/metanol 81.60:16.81:1.16:0.43 % (v/v). Esta disolución se filtró a 

través de acrodiscos de 0.45 μm antes de ser inyectada al HPLC. Para el caso del ácido clorogénico 

se utilizó un factor de dilución tres, mientras que para todos los demás ácidos el factor de dilución 

fue uno. Las fracciones ricas en compuestos fenólicos se prepararon por duplicado 

La cuantificación de ácidos fenólicos libres se realizó en un sistema de HPLC. La separación de 

los ácidos fenólicos se realizó en una columna C-18 de fase reversa, empleando una precolumna 

C-18 para maximizar la vida útil la columna. 

Los estándares cuantificados fueron los ácidos gálico, clorogénico, p-hidroxibenzoico, cafeico, p-

cumárico y ferúlico. Para cada estándar se realizó una curva de calibración con un intervalo de 

concentración de 10–30 μg/mL. Tanto para los estándares como para la muestra se utilizó un 

volumen de inyección de 20 μL y un flujo de 1 mL/min, empleando como fase móvil 

agua/acetonitrilo/ácido fórmico/metanol 81.60:16.81:1.16:0.43 % (v/v) en una corrida isocrática y 

utilizando una longitud de onda de 280 nm. Todos los disolventes se destilaron, desgasificaron y 

filtraron a través de un filtro de 0.45 µm y utilizando una bomba de vacío a 0.04 MPa antes de su 

uso.  

A partir de las ecuaciones de regresión lineal de los datos de concentración vs absorbencia de los 

estándares se calculó el contenido de los ácidos gálico, clorogénico, p-hidroxibenzoico, cafeico, 

p-cumárico y ferúlico de las muestras. Las concentraciones de cada uno de los compuestos se 

expresaron como mg del compuesto de interés/100 g masa de muestra seca. Todas las mediciones 

se realizaron por duplicado y el contenido fue el promedio ± desviación estándar (Jiménez-Durán 

et al., 2020). 
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3.6. Cuantificación de proteína soluble por el método modificado de 

Biuret 

Disolución de NaOH 6 M. En un matraz volumétrico de 50 mL se colocaron 11.999 g de NaOH y 

después el matraz se aforó con agua tipo 1. 

Disolución de Tartrato alcalino. En un matraz volumétrico de 25 mL se colocaron 0.225 g de 

KNaC4H4O6•4H2O y 0.125 g de KI. Después se añadieron 2.5 mL de NaOH 6 M y el matraz se 

aforó con agua tipo 1. La disolución se transfirió a un frasco de plástico y se almacenó a 4 °C. 

Reactivo de Biuret. En un matraz volumétrico de 25 mL se colocaron 75 mg de CuSO4•5H2O, 

0.225 g de KNaH4O6•4H2O y 0.125 g de KI. Después se añadieron 2.5 mL de NaOH 6 M y se 

aforó con agua tipo 1. El reactivo de Biuret se transfirió a un frasco de plástico y se almacenó a 4 

°C hasta el momento de su uso. 

Disolución stock de albúmina. Se mezclaron 0.250 g de albúmina al 99.8 % y 10 mg de lauril 

sulfato de sodio en 8 mL de NaOH 6 M y se dejó en agitación durante 24 h con barra de agitación 

magnética. En el transcurso de la primera hora, la mezcla se agitó cada 30 min en vortex por 1 

min, seguido de una agitación en un baño de ultrasonido durante 3 min. Finalizado este tiempo, la 

disolución se aforó a 10 mL y posteriormente se le efectuó una centrifugación durante 25 min a 

2000 g. Al sobrenadante resultante se le realizó nuevamente una centrifugación en iguales 

condiciones. Por último, se llevó a cabo una filtración empleando acrodiscos de 0.45 μm. 

Curva de calibración. A partir de esta disolución stock de albúmina se prepararon disoluciones a 

concentraciónes de 5, 10, 15, 20 y 25 mg/mL para la construcción de la curva de calibración. 

Posteriormente, en una microplaca de 96 pozos con capacidad de 360 μL, se colocaron 30 μL de 

cada uno de los estándares y 120 μL del reactivo de Biuret. Para la preparación del blanco de la 

curva se añadieron 30 μL del estándar de 25 mg/mL y 120 μL de tartrato de sodio alcalino. Por 

último, la microplaca se colocó en el lector de microplacas, dejando reposar por 1 min para 

posteriormente llevar a una agitación rápida por 5 min. La lectura de absorbencia se determinó a 

una longitud de onda de 595 nm, para minimizar interferencias por pigmentos presentes en la 

matriz de la muestra. Las determinaciones se realizaron por triplicado y el contenido fue el 

promedio de las tres mediciones ± desviación estándar (Guzmán-Martínez, 2020). 
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Disolución de proteína de soya. 150 mg de proteína de soya al 90 % se mezclaron con 10 mg de 

lauril sulfato de sodio en 8 mL de NaOH 6 M. La mezcla se dejó en agitación 24 h con barra de 

agitación magnética a temperatura ambiente y con exposición a la luz. Posteriormente, la mezcla 

se sometió a las mismas condiciones que la disolución stock de albúmina, vide supra. Las 

reacciones colorimétricas con el reactivo de Biuret, mediciones de absorbencia y las 

cuantificaciones de proteínas se realizaron de acuerdo con el procedimiento empleado para los 

estándares. 

Proteína de chícharo desengrasada. Para el desengrasado de la proteína de chícharo se pesó 1 ± 

10 mg de proteína de chícharo al 80 % en un tubo de ensayo y se le adicionaron 5 mL de acetona. 

Posteriormente se sonicó por 12 min y se centrifugó a 1300 g por 15 min. A continuación, se retiró 

el sobrenadante y se repitió el proceso una segunda vez. 

Disolución de proteína de chícharo. 150 mg de proteína de chícharo al 80 % desengrasada se 

mezclaron con 8 mL de NaOH 6 M. Esta mezcla se dejó en agitación durante 24 h con barra de 

agitación magnética a temperatura ambiente. Durante la primera hora de ese período de tiempo, 

cada 30 min la mezcla se agitó con vórtex 3 min seguida de una sonicación de 3 min. Transcurridas 

las 24 h de agitación, la disolución se aforó a 10 mL y posteriormente se le efectuó una 

centrifugación de 25 min a 2000 g. Al sobrenadante resultante se le realizó nuevamente una 

centrifugación en iguales condiciones.  

Para la determinación de la absorbencia se colocaron 0.2 mL de la disolución de proteína de 

chícharo y 0.8 mL del reactivo de Biuret en un tubo para microcentrífuga, se agitó 10 s en vórtex 

y se dejó reposar 20 min. Posteriormente, la proteína insoluble presente en la mezcla de reacción 

se retiró empleando un acrodisco con una membrana de 0.45 μm y 150 μL del filtrado se colocaron 

en una microplaca. Para la preparación del blanco se añadieron 30 μL de la mezcla y 120 μL de 

tartrato de sodio alcalino. Por último, la microplaca se colocó en el lector de microplacas, dejando 

reposar por 1 min, para después llevar a una agitación rápida por 5 min. La lectura de absorbencia 

se determinó a una longitud de onda de 595 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado 

y el contenido fue el promedio de las tres mediciones ± desviación estándar. 

Con las absorbencias obtenidas de las cinco disoluciones a diferentes concentraciones se obtuvo 

la ecuación de regresión lineal. La concentración de proteína en los aislados se calculó mediante 

la ecuación siguiente: 
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% 𝑎𝑖𝑠𝑙𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 =
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎/𝑚𝐿

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎/𝑚𝐿
*100 

3.7. Obtención de las microcápsulas 

 

Disolución de proteína de chícharo al 2.5 % (m/v). Se pesaron 3.456 g de proteína de chícharo 

desengrasado y 0.01 g de azida de sodio. Posteriormente, se disolvieron en 100 mL de fosfato de 

sodio 0.2 M a pH = 8 y se dejó agitando durante 12 h en parrilla magnética. Transcurrido este 

tiempo, se centrifugó durante 30 min a 1300 g y se realizó la recuperación del sobrenadante.  

Disolución de proteína de soya al 2.5 % (m/v). Se pesaron 2.968 g de proteína de soya y 0.01 g 

de azida de sodio. Posteriormente, se disolvieron en 100 mL de fosfato de sodio 0.2 M a pH = 8 y 

se dejó agitando durante 12 h en parilla magnética. Transcurrido este tiempo, se centrifugó durante 

30 min a 1300 g y se realizó la recuperación del sobrenadante. 

Disolución de polisacáridos al 2.5 % (m/v). Se pesaron 2.5 g de del polisacárido (goma arábiga 

o pectina) y se disolvieron en 100 mL de agua tipo 1. Posteriormente, para el caso de la disolución 

de goma arábiga se centrifugó durante 20 min a 1300 g y se realizó la recuperación del 

sobrenadante. 

Disolución del extracto de jitomate al 3 % (m/v). Se pesaron 0.75 g de extracto de jitomate 

obtenidos en la sección 3.4 y se disolvieron en 25 mL de agua tipo 1. 

Disolución de lecitina en aceite al 4.5 % (m/v). Se pesaron 1.75 g de lecitina y se disolvieron en 

50 mL de aceite de aguacate. 

Proceso de microencapsulación. Para obtener el proceso de microencapsulación propuesto en el 

presente trabajo se utilizaron como punto de partida los métodos descritos por Shaddel et al. (2018) 

y Mutaliyeva et al. (2017). Los tensoactivos (PGPR y tween 80) usados por los autores antes 

mencionados se sustituyeron por lecitina y/o carboximetilcelulosa debido a que son más accesibles 

en el mercado y son GRAS. Además, se variaron las concentraciones de cada uno de estos 

tensoactivos hasta lograr estabilizar las emulsiones simples (w/o) y dobles (w/o/w). Después de 

realizar una serie de pruebas se encontró que, de todas las condiciones evaluadas para la obtención 

de las microcápsulas, las mejores están descritas en los cuatro pasos siguientes: 



- 58 - 

 

Primer paso (Formación de emulsión simple w/o). A 50 mL de una disolución al 3 % (m/v) de 

extracto de jitomate se le adicionaron 100 mL de una disolución de lecitina al 4.5 % (m/v). 

Posteriormente, la mezcla se homogeneizó a 13,500 rpm durante 2 min.  

Segundo paso (Formación de la emulsión doble w/o/w y la reticulación enzimática). Para ello, a 

250 mL de la disolución de proteína (de chícharo o de soya) al 2.5 % (m/v), se le añadieron 50 mL 

de la emulsión simple obtenida en el paso 1. La emulsión doble se preparó a 13,500 rpm durante 

1 min. Posteriormente, se le adicionaron 8 g de enzima TGasa y se agitó 3 h a 450 rpm. 

Transcurrido este tiempo, se retiraron 10 mL del sobrenadante con 50 mL del medio y se 

resguardaron en refrigeración para su posterior análisis por microscopía óptica. Por último, a la 

mezcla restante se le adicionó la carboximetilcelulosa al 0.04 g y se agitó 15 min a 450 rpm con 

una barra de agitación magnética. 

Tercer paso (Formación de la cubierta). A la emulsión w/o/w formada en el segundo paso se le 

adicionaron 200 mL de la disolución de polisacárido (Goma arábiga o pectina) al 2.5 % (m/v). 

Posteriormente la mezcla se agitó durante 15 min a 450 rpm con una barra de agitación magnética.  

Cuarto paso (Coacervación compleja). A la disolución obtenida en el tercer paso se le realizó un 

ajuste de pH a 4.00 ± 0.03 mediante la adición lenta de HCl 1 M. El seguimiento del pH se llevó 

a cabo con un potenciómetro manual. Finalmente, la mezcla se almacenó en refrigeración a 4 °C. 

3.8. Pruebas de ruptura de las microcápsulas 

Para generar la ruptura de las microcápsulas se suspendieron 2 mL de microcápsulas en 5 mL de 

de una disolución metanol: NaCl acuoso al 10 % 1:1 (v/v) o en acetona. Estas mezclas se sonicaron 

durante un período de 30 min. Para evaluar la ruptura de las microcápsulas, se sometieron a un 

análisis de microscopía óptica de acuerdo al procedimiento descrito en la sección 3.10. Las pruebas 

se realizaron por duplicado. 

 

3.9. Análisis de la morfología y distribución de tamaño de partículas 

Para la obtención del tamaño de las emulsiones dobles y de las microcápsulas. Se tomaron 20 μL 

del coacervado y 10 μL de la fase de equilibro en un tubo eppendorf y se agitó manualmente 

durante 10 s para suspender los coacervados en el medio. Posteriormente, se colocaron alrededor 
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de 4 μL de la mezcla en un portaobjetos de vidrio y se observó en un microscopio con un aumento 

100x. Para el procesamiento de la imagen se utilizó el software imageJ 1.5.0. de acuerdo al 

procedimiento descrito en el Ápendice I (Ach et al., 2015). El tamaño fue reportado como el 

promedio del diámetro de las tres mediciones ± desviación estándar. 

 

3.10. Análisis estadístico 

3.10.1. Procedimiento para el análisis de los datos, modelo y validación del 

método de calibración para la cuantificación por espectofotometría y 

HPLC 

A partir de los datos obtenidos para cada uno de los estándares, se evaluó la correlación entre la 

variable dependiente e independiente a través de la Prueba de correlación de Pearson. 

Posteriormente, se utilizó la Prueba de Levene para evaluar la homogeneidad de la varianza de los 

datos iniciales (Fox & Weisberg, 2019). Cabe mencionar que cuando los datos resultaron 

homocedásticos se aplicó una regresión lineal simple y, en caso contrario se aplicó una regresión 

lineal ponderada. 

A continuación, se generó la gráfica de regresión lineal con su respectiva ecuación y por 

consiguiente, se procedió a realizar la validación y diagnóstico del modelo. Para ello, como primer 

paso se realizó la comprobación de que los coeficientes fueran significativos y como segundo paso, 

la comprobación de cuatro supuestos: linealidad, normalidad, homocedasticidad e independencia 

en los residuos.  

En el primer paso, se planteó como hipótesis nula que el valor de alguno de los coeficientes de la 

ecuación de regresión lineal simple pudieran ser cero y por tanto, los valores encontrados se deban 

a fluctuaciones aleatorias. Por lo cual, se esperaba que la hipótesis nula fuera rechazada para ambos 

casos y por tanto, el modelo de regresión lineal puede ser aplicado.  

El segundo paso se realizó a través de métodos gráficos e inferenciales a los residuos generados 

del modelo de regresión lineal correspondiente (R Core Team, 2021). El supuesto de linealidad se 

confirmó a través del diagrama de dispersión, el cual mostró una relación lineal entre la variable 

dependiente e independiente. El supuesto de homocedasticidad se comprobó mediante la Prueba 

Breusch-Pagan (Zeileis & Hothorn, 2002) y, las gráficas residuos vs valores ajustados y escala-
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ubicación (Tang et al., 2016). Asimismo, el supuesto de normalidad se demostró por medio de la 

Prueba de Shapiro-Wilk (R Core Team, 2021) y la gráfica cuantil-cuantil (Q-Q) de residuos 

estandarizados (Tang et al., 2016). Finalmente, el supuesto de independencia se confirmó a través 

de las Prueba de Durbin-Watson (Fox & Weisberg, 2019) y  Breusch-Godfrey (Zeileis & Hothorn, 

2002). 

Además, se evaluó la presencia de valores atípicos e influyentes a través de las gráficas de distancia 

de Cook (Cook > 
4

𝑛
, n = número total de puntos de datos) (Hebbali, 2020), de residuos vs 

apalancamiento (Tang et al., 2016), gráficas de DFBETAS (valor de la diferencia en beta 

estandarizada, DFBETAS > 
2

√𝑛
, n = número total de puntos de datos); para medir las diferencias 

en la estimación de cada parámetro con y sin el punto influyente (Hebbali, 2020), residuos 

estudentizados eliminados vs valores predichos (Hebbali, 2020) y los residuos estudentizados 

eliminados vs valores predichos (Cook > 
4

𝑛
 , n = número total de puntos de datos) (Hebbali, 2020). 

 

3.10.2. Procedimiento para el análisis de los datos de tamaño de las 

microcápsulas 

Para determinar si las emulsiones y las microcápsulas seguían una distribución normal se utilizó 

la prueba de Shapiro-Wilk y la de Jarque-Bera (R Core Team, 2021). Mientras que, para el caso 

de la comprobación de la homogeneidad de las varianzas se utilizó la prueba de Levene (Fox & 

Weisberg, 2019) y Bartlett (Fox & Weisberg, 2019). 

Posteriormente para determinar si existían diferencias o similitudes entre los tratamientos se 

utilizaron métodos robustos. Estos métodos son menos potentes que los métodos paramétricos; sin 

embargo, son superiores a los métodos no paramétricos. Entendiendo como potencia, la capacidad 

para encontrar diferencias cuando existen. Su principal ventaja es que no se ve afectada por la falta 

de normalidad, homocedasticidad y la presencia de valores atípicos. Estas pruebas utilizan como 

medida de tendencia central a la mediana o estimadores M como el de Huber que emplea como 

estadístico de prueba la  de Huber basada en la mediana, el cual fue empleado en este estudio 

(Wilcox, 2012). 
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Capítulo 4. Resultados y discusión 
 

4.1. Caracterización de la materia prima 

4.1.1. Caracterización fisicoquímica del jitomate cherry Rubino Top 

 Los resultados obtenidos para el jitomate cherry Rubino Top en lo que respecta a estos parámetros 

se muestran en la Tabla 11. 

Tabla 11. Caracterización física del jitomate cherry Rubino Top 

Parámetro Resultado 

Diámetro ecuatorial (mm) 27.96 ± 1.97 

Diámetro polar (mm) 25.81 ± 1.79 

Índice de forma 0.92 ± 0.02 

Masa (g) 13.78 ± 2.32 

Volumen (mL) 13.67 ± 2.35 

Densidad (g/mL) 1.01 ± 0.04 

L* 36.75 ± 1.35 

a* 14.73 ± 2.25 

b* 20.49 ± 1.98 

Angulo Hue (h°) 54.32 ± 5.54 

C* 25.34 ±1.78 
                           Valor medio de diez mediciones ± desviación estándar. 

Cabe señalar que los comparativos realizados a continuación se llevaron a cabo con variedades de 

jitomates cherry con características similares a las estudiadas en el presente trabajo, debido a que 

no se encontró información en la literatura revisada sobre la caracterización física y fisicoquímica 

para la variedad Rubino Top. 

Masa. La masa del jitomate cherry Rubino Top (13.78 ± 2.32 g) estudiado fue estadísticamente 

igual (p > 0.05) a lo reportado por Pérez-Marín et al. (2021) para cuatro variedades diferentes de 

jitomates cherry tipo redondo (13.7-15.5 g) , así como a lo reportado por Coyago-Cruz et al. (2019) 

(9-12 g) y Choi et al. (2014) (12-22 g), en ambos casos para seis variedades de jitomate cherry. 

Forma. Con base en su índice de forma (0.92 ± 0.02) y de acuerdo con la norma mexicana NMX-

FF-031-1997-SCFI el jitomate cherry Rubino Top del presente estudio es tipo bola (0.92 ± 0.02). 

Este resultado fue similar al reportado por Pérez-Marín et al. (2021) para los cultivares Katalina y 

Sweet Star (con un índice de forma de 0.95 y 1.00, respectivamente).  
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Color. En lo que se refiere al valor del parámetro b*, éste aumenta desde la etapa verde del jitomate 

hasta la etapa rosa debido a la presencia de β-caroteno (predominando el color amarillo) y 

disminuye desde la etapa rosa hasta la etapa roja debido a la presencia del licopeno en el fruto, y 

como consecuencia, aumenta el parámetro a* (Joung & Shin, 2021). Por lo cual, de acuerdo con 

esta información se puede decir que el fruto analizado presentó una coloración previa a la 

maduración. Dando como resultado que los valores de los parámetros L*, a* y b* obtenidos para 

el jitomate cherry Rubino Top fueron valores similares a los reportados por (Pérez-Marín et al., 

2021) para los cultivares Katalina y Sweet Star. En la Figura 16 se representa la ubicación de la 

muestra de jitomate cherry estudiada en el espacio de color L*a*b* señalada con las flechas e 

indicando un color rojo relativamente intenso y una luminosidad alta. 

 

Figura 16. Coordenadas L*a*b* del jitomate cherry Rubino Top  

 

Los resultados obtenidos para el jitomate cherry Rubino Top en lo que respecta a su caracterización 

fisicoquímica se muestran en la Tabla 12. 

 

Tabla 12. Caracterización fisicoquímica del jitomate cherry Rubino Top 

Parámetro Resultado 

Humedad (%) 89.490 ± 0.001 

Sólidos solubles totales (° Brix) 5.08 ± 0.03 

pH 4.24 ± 0.02 

Acidez titulable (%) 0.424 ± 0.001 

                                            Valor medio de tres mediciones ± desviación estándar 
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Humedad. El porcentaje de humedad de los frutos del jitomate cherry Rubino Top de este estudio 

(89.49 ± 0.00 %) fue estadísticamente diferente (p < 0.05) a lo reportado por Opara et al. (2012) 

(89.01 ± 0.09) (Tabla 12). Sin embargo, esta diferencia se debió principalmente a la baja dispersión 

de los valores obtenidos en el presente trabajo, las medias de ambos resultados apenas difieren en 

aproximadamente 0.4%. 

pH y Acidez titulable. El pH de jitomate cherry Rubino Top de este estudio tuvo un valor de 4.25 

± 0.03, por lo cual cumplió con lo establecido en el CODEX STAN 57-1981 que señala para el 

jitomate un pH inferior a 4.6. Respecto a la acidez titulable se obtuvo un valor de 0.424 ± 0.001 % 

de ácido cítrico, valor significativamente mayor (p < 0.05) a lo reportado por Pérez-Marín et al. 

(2021) para las variedades Katalina y Sweet Star (0.108 y 0.115% de ácido cítrico, 

respectivamente) (Tabla 12). Estas diferencias se pueden atribuir principalmente a diferencias en 

el estado de madurez de los frutos.  

Sólidos solubles totales. El valor de los sólidos solubles totales del jitomate cherry Rubino Top 

(5.08 ± 0.03 °Brix) (Tabla 12) fue significativamente diferente (p < 0.05) a lo reportado por 

Coyago-Cruz et al. (2019) para las seis variedades de jitomate cherry reportadas (3 a 4 °Brix). Sin 

embargo, de acuerdo con lo reportado por Pérez-Marín et al. (2021) el contenido de sólidos 

solubles obtenidos en el presente estudio fue 0.5 veces menor con respecto a las variedades 

Katalina (8.88° Brix) y Sweet Star (8.94 °Brix). Estas diferencias podrían deberse en gran medida 

a la variedad y al estado de madurez del fruto. De acuerdo a lo reportado por Opara et al. (2012), 

los °Brix de los jitomates cambian a lo largo de las diferentes etapas de maduración debido a que 

aumenta la cantidad de azúcares (fructosa y gucosa) presentes en el fruto. Por otra parte, cabe 

señalar que de acuerdo con lo reportado por De Oliveira et al. (2016), las concentraciones de 

sólidos solubles superiores a 5.0 °Brix son un indicador de frutos de jitomates de calidad alta.  

4.1.2. Contenido de licopeno 

El contenido de licopeno total determinado para el extracto del jitomate cherry se muestra en la 

Tabla 13. 
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Tabla 13. Contenido de Licopeno en jitomate cherry 

Jitomate cherry mg Licopeno/100 g masa 

seca 

Referencia 

Rubino Top 54.47 ± 3.74 En este estudio 

Rubino Top 50 Lenucci et al. (2006) 

Cereja 69.2 ± 0.9 Coyago-Cruz et al. (2019) 

                   Valor medio de tres mediciones ± desviación estándar 

Un estudio realizado por Lenucci et al. (2006) mostró una variación de entre 1 a 3 veces en el 

contenido de licopeno en 14 diferentes variedades de jitomate analizadas, donde el contenido de 

licopeno de la variedad Rubino Top fue de 50 mg de licopeno/100 g de masa seca, estadísticamente 

igual a lo obtenido por este estudio (p  > 0.05). Así mismo, Coyago-Cruz et al. (2019) obtuvo para 

el jitomate cherry cereja una cantidad de licopeno de 69.2 ± 0.9 mg/100 g masa seca, un valor 

superior al encontrado en el jitomate estudiado en el presente trabajo (p < 0.05). 

 

4.1.3. Contenido de compuestos fenólicos 

El contenido total de compuestos fenólicos determinado para el extracto del jitomate cherry se 

muestra en la Tabla 14. 

Tabla 14. Contenido de fenoles totales en jitomate cherry 

Jitomate cherry mg GAE/g 

extracto 

mg GAE /100 g 

masa seca 

Referencia 

Rubino Top 3.01 ± 0.14 117.98 ± 5 .54 En este estudio 

Rubino Top - 1200 Lenucci et al. (2006) 

var. Moscatel RZ - 56.7 Fernandes et al. (2021) 
             mg GAE. Miligramos equivalentes de ácido gálico. Valor medio de tres mediciones ± desviación estándar 

 

El contenido de fenoles totales de la muestra de jitomate cherry Rubino Top es 10 veces menor 

que el reportado por Lenucci et al. (2006). Mientras que, respecto a la variedad Moscatel RZ 

reportada por Fernandes et al. (2021) fue de alrededor de dos veces superior (Tabla 14). Estas 

diferencias podrían deberse al método de preparación de la muestra, las condiciones de cultivo y 

el estado de madurez del fruto. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que existe 

una relación aproximada de 1:2 entre la cantidad de licopeno y los compuestos fenólicos 

cuantificados en el extracto de jitomate cherry Rubino Top. 
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4.1.4. Cuantificación de compuestos fenólicos mayoritarios en el extracto de 

jitomate cherry 

Los datos cuantitativos sobre los compuestos fenólicos individuales presentes en diferentes 

variedades de jitomate cherry y en este estudio se presentan en la Tabla 15.  

Tabla 15. Perfil de compuestos fenólicos presentes en jitomates cherry (mg/100 g masa seca) 

Ácido Lazano1 Summerbrix1 Cereja2 Pera clásico2 Rubino Top3 

Clorogénico  25.9 ± 1.3   18.6 ± 0.2  3.8 ± 0.2 23.1 ± 1.7 18.55 ± 0.49 

Gálico 94.5 ± 2.6  69.9 ± 2.0 12.0 ± 0.1 9.3 ± 0.1 3.64 ± 0.50 

Cafeico 18.8 ± 0.8 27.3 ± 0.8 20.3 ± 0.2 20.7 ± 1.5 0.91 ± 0.04 

p-Cumárico 22.79 ± 0.1 20.8 ± 0.9 5.6 ± 0.2 30.7 ± 1.1 0.49 ± 0.00 

p-Hidroxibenzoico 224.8 ± 2.0 150.7 ± 2.9  86.2 ± 0.7  130.2 ± 1.19  ND 

Ferúlico NR NR ND ND ND 

Valor medio de dos mediciones ± desviación estándar. ND = No detectado. LOQ = límite de cuantificación. p-hidroxibenzoico 

(LOQ = 1.20 μg/mL); gálico (LOQ =1.55 μg/mL); clorogénico (LOQ = 1.35 μg/mL); cafeico (LOQ = 1.52 μg/mL); p-cumárico 

(LOQ = 1.54 μg/mL); ferúlico(LOQ = 1.70 μg/mL). 

Fuente: 1 Coyago-Cruz et al. (2017); 2 Coyago-Cruz et al. (2019); 3 En este estudio 

 

 
 

Se identificaron y cuantificaron cuatro de los seis compuestos fenólicos estudiados (Tabla 15). El 

jitomate cherry Rubino Top de este estudio presentó un contenido de ácido clorogénico igual (p > 

0.05) al reportado por Coyago-Cruz et al. (2017) para el jitomate cherry Summerbrix tipo pera 

(18.6 ± 0.2 mg/100 g masa seca), y menor (p < 0.05) que en el jitomate cherry Lazano tipo redondo 

(25.9 ± 1.3 mg/100 g masa seca) reportado en el mismo estudio. Mientras que, respecto al obtenido 

por Coyago-Cruz et al. (2019) donde evaluaron seis variedades diferentes de jitomate cherry se 

encontró un contenido de ácido clorogénico 4.5 veces superior respecto a las variedades de cherry 

cereja (3.8 ± 0.2 mg/100g masa seca) y cherry pera clásico (4.3 ± 0.1 mg/100 g masa seca). Por 

otra parte, el contenido ácido p-cumárico (0.49 ± 0.00 mg/100 g masa seca) de la muestra estudiada 

fue igual (p > 0.05) al reportado por Raffo et al. (2006) para un jitomate cherry de la variedad 

Naomi F1 y significativamente diferente a los reportados por Coyago-Cruz et al. (2019), (2017). 

para las diferentes variedades de jitomate estudiados. En cuanto al ácido cafeico (0.91 ± 0.04) fue 

diferente (p < 0.05) al reportado por Coyago-Cruz et al. (2019) y Coyago-Cruz et al. (2017). 

Finalmente, no se detectó la presencia del ácido p-hidroxibenzoico ni el ácido ferúlico en el 

extracto. La ausencia del ácido ferúlico concuerda con lo reportado por Coyago-Cruz et al. (2019) 

ya que en ninguna de las seis diferentes variedades de jitomate cherry estudiadas se encontró la 

presencia de este compuesto. Sin embargo, de acuerdo con Raj & Singh (2022), este ácido se 

encuentra presente en las paredes celulares del material vegeral, por lo cual, la no detección podría 
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atribuirse al método empleado para su extracción. El caso contrario a esto, ocurre con el ácido p-

hidroxibenzoico ya que es uno de los compuestos fenólicos más abundantes tanto en jitomates 

comunes como en los cherry de acuerdo a lo reportado por Coyago-Cruz et al. (2019). Estas 

diferencias podrían deberse a varios factores, ya que la presencia y concentración de los 

compuestos dependen del genotipo y de condiciones ambientales en las que fueron cultivados los 

jitomates (Santos-Sánchez et al., 2013), así como al método de obtención del extracto y al hecho 

de que la cuantificación se realizó sobre su fracción fenólica soluble. 

 

4.1.5. Cuantificación de proteína total en los aislados de proteína de chícharo y 

soya 

Los resultados de la cuantificación de proteína total por el método de Biuret se muestran en la 

Tabla 16. 

Tabla 16. Comparación del % de proteína obtenida por el método de Biuret y la indicada por el 

proveedor 

Proteína Etiquetado (%) 
Método de 

Biuret (%)  

Soya 90 84.23 ± 6.80 

Chícharo 80 68.24 ± 1.68 
                                     Valor medio de tres mediciones ± desviación estándar 

 

El contenido de proteína en el APS fue estadísticamente igual (p > 0.05) al reportado por el 

proveedor. Mientras que, para el caso del APC el contenido de proteína fue un 20 % menor (p < 

0.05) (Tabla 16), estas diferencias podrían atribuirse al método empleado. Por ejemplo, el 

proveedor pudo haber utilizado el método Kjeldahl para cuantificar el contenido de proteína 

presente en el APS y el APC, debido a que es un método de referencia utilizado universalmente 

para cuantificar proteína debido a su costo bajo, precisión alta y buena reproducibilidad. Sin 

embargo, este método requiere de tiempos prolongados de análisis y su medición se basa en la 

medición de el nitrógeno orgánico total, y no solo el nitrógeno proteico; además, requiere del uso 

de un factor de correlación que está en función de la composición de aminoácidos presentes en la 

proteína (Hayes, 2020). Mientras que, el método de biuret se basa en la formación de un complejo 

de Cu2+ con los grupos funcionales de los enlaces peptídicos de la proteína a partir del reactivo de 

Biuret-Cu2+ (Keppy & Allen, 2009). Por lo tanto, al utilizar métodos con un fundamento diferente 
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el resultado de la cuantificación difiere. Para fines específicaso del estudio, se utilizó el % proteínas 

obtenido por el método de Biuret para la preparación de las disoluciones de proteínas al 2.5 % 

empleadas en el proceso de microencapsulación. 

4.2. Caracterización de las microcápsulas 

En la Figura 17 se pueden observar las disoluciones con microcápsulas obtenidas a partir del 

método de coacervación compleja y empleando emulsiones dobles. La suspensiones obtenidas, 

ricas en microcápsulas después del proceso de coacervación favorecieron la producción de una 

fase líquida densa denominada “crema” con una concentración alta en microcápsulas, y una fase 

líquida diluida denominada “disolución de equilibrio” con una concentración baja en 

microcápsulas (W. Zhao & Wang, 2016). 

 

 

Figura 17. Microcápsulas suspendidas en medio acuoso. 

 

4.2.1. Tamaño de las emulsiones y las microcápsulas 

Los resultados obtenidos para el tamaño de las emulsiones dobles y las microcápsulas, así como 

los resultados de los análisis estadísticos realizados como promedio, mediana, pruebas de 

normalidad y de homocedasticidad se presentan en las Tablas 17 y 18, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

Goma arábiga- Soya Goma arábiga- Chícharo Pectina- Chícharo Pectina- Soya 
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Tabla 17. Resultados obtenidos para las emulsiones dobles  

Tiempo de 

almacenamiento 

n (número de 

microgotas) 

Diámetro 

(μm) (media ± 

Desv. Std.) 

Mediana (μm) 

 
Chícharo-Pectina  

Día_01 883 8.09 ± 4.43 7.22  

Día_02 1027 7.82 ± 4.48 6.67  

Día_03 764 7.86 ± 4.76 6.66  

Día_04 752 6.45 ± 3.86 5.46  

Día_05 919 7.89 ± 4.46 6.78  

Día_06 799 7.06 ± 4.13 6.25  

Día_12 479 6.56 ± 4.05 5.2  

Chícharo-Goma arábiga  

Día_01 630 5.31 ± 3.21 4.32  

Día_02 646 6.68 ± 3.86 5.37  

Día_03 793 7.07 ± 3.95 5.98  

Día_04 548 6.86 ± 4.24 5.54  

Día_05 390 7.19 ± 3.94 6.54  

Día_12 339 6.41 ± 3.68 5.2  

Soya-Pectina  

Día_01 926 7.02 ± 3.92 6.22  

Día_02 847 6.71 ± 3.57 5.95  

Día_03 997 6.26 ± 3.51 5.41  

Día_04 931 7.41 ± 3.92 6.51  

Día_05 833 6.63 ± 3.63 5.85  

Día_06 565 5.79 ± 3.04 5.05  

Día_12 505 5.61 ± 3.41 4.44  

Soya-Goma arábiga  

Día_01 658 8.86 ± 5.19 7.74  

Día_02 841 7.94 ± 4.50 6.87  

Día_03 790 7.34 ± 4.66 5.98  

Día_04 505 8.92 ± 4.86 8.17  

Día_05 722 7.76 ± 4.70 6.45  

Día_06 878 7.19 ± 4.49 5.98  

Día_12 595 5.97 ± 5.04 4.35  

Normalidad de Shapiro-Wilk y Jarque-Bera (p <<< 0.05) y homocedasticidad de 

Bartlett y Levene (p <<< 0.05). 
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Tabla 18. Resultados obtenidos para las microcápsulas 

Tiempo de 

almacenamiento 

n (número de 

microcápsulas) 

Diámetro 

(μm) (media ± 

Desv. Std.) 

Mediana (μm) 

 
Chícharo-Pectina  

Día_01 787 5.72 ± 2.85 5.16  

Día_02 506 5.11 ±2.57 4.48  

Día_03 788 5.22 ±2.74 4.47  

Día_04 764 5.55 ± 2.82 4.87  

Día_05 227 4.98 ± 2.75 4.23  

Día_06 345 5.07 ± 2.78 4.27  

Día_12 787 5.72 ± 2.85 5.16  

Chícharo-Goma arábiga  

Día_01 619 5.58 ± 3.77 4.76  

Día_02 687 5.69 ± 4.96 4.48  

Día_03 264 5.08 ± 3.22 4.21  

Día_04 365 5.10 ± 2.57 4.71  

Día_05 288 5.27 ± 3.04 4.56  

Día_12 541 4.59 ± 2.53 3.99  

Soya-Pectina  

Día_01 645 5.90 ± 2.73 5.51  

Día_02 998 5.06 ± 2.41 4.60  

Día_03 530 4.74 ± 2.17 4.31  

Día_04 570 4.55 ± 2.12 4.05  

Día_05 237 4.53 ± 1.93 4.27  

Día_06 365 4.16 ± 1.80 3.72  

Día_12 229 4.12 ± 1.84 3.62  

Soya-Goma arábiga  

Día_01 793 5.56 ± 2.83 4.95  

Día_02 965 6.52 ± 3.11  5.83  

Día_03 651 5.35 ± 2.58 4.80  

Día_04 869 5.32 ± 2.72 4.60  

Día_05 716 5.03 ± 2.60 4.40  

Día_06 397 4.86 ± 2.43 4.27  

Día_12 331 4.99 ± 2.37 4.48  

Normalidad de Shapiro-Wilk y Jarque-Bera (p <<< 0.05) y homocedasticidad de 

Bartlett y Levene (p <<< 0.05). 

 

A través del análisis estadístico realizado de acuerdo con la sección 3.10.2. se determinó que las 

repeticiones de cada tratamiento tanto para las emulsiones dobles como para las microcápsulas no 

presentaron una distribución normal empleando las pruebas de Shapiro Wilk y de Jarque Bera 

(Tablas 17 y 18). Además, esta falta de normalidad se hace evidente en los histogramas obtenidos 

para cada uno de los tratamientos a lo largo del tiempo (Apéndice J). Asimismo, se evaluó la 
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homocedasticidad a través de las pruebas de Bartlett y de Levene, resultó que tanto los datos de 

las emulsiones dobles como de las microcápsulas son heterocedásticos (Tablas 17 y 18). La falta 

de normalidad se puede atribuir a la duración del tiempo de agitación durante la etapa de 

emulsificación debido a que se sabe que la distribución del tamaño de la microgota varía con 

respecto al tiempo de agitación (Ach et al., 2015). Mientras que, la falta de de homocedasticidad 

en los datos podría atribuirse al diseño del recipiente y la turbulencia generada dentro del recipiente 

que provocó la formación de microgotas de tamaño diferente (Leimann et al., 2009). 

Como consecuencia, a falta de normalidad y de homocédasticidad de los grupos de datos, para 

detectar diferencias entre los tratamientos de las emulsiones dobles y las microcápsulas se procedió 

a realizar un ANOVA robusto con el estimador M-modificado (Wilcox, 2012). Este estimador 

permitió identificar si existían diferencias significativas entre las repeticiones y entre los 

tratamientos. Dando como resultado, que las repeticiones realizadas para cada tratamiento son 

significativamente iguales (p > 0.05) tanto para las emulsiones dobles como para los 

microencapsulados y que los tratamientos son significativamente diferentes entre sí (p < 0.05) 

(Apéndice L). Por lo tanto, se puede afirmar que experimentalmente no existen errores sistemáticos 

significativos durante la obtención de las emulsiones y de los microencápsulados.  

Tambien, se puede apreciar a través de los gráficos generados del estimador modificado de Huber 

(Figuras 18 y 19) que los tratamientos se comportan de forma distinta indicando que existe un 

efecto de las proteínas durante el almacenamiento de las emulsiones dobles y los 

microencapsulados. Por lo que, a lo largo del tiempo existe una disminución del tamaño de las 

emulsiones dobles y los respectivos microencapsulados de los tratamientos con Chícharo-Pectina, 

Soya-Pectina y Soya-Goma arábiga. Mientras que, en el tratamiento Chícharo-Goma arábiga existe 

un aumento del tamaño de las emulsiones dobles y se mantiene un tamaño constante para las 

microcápsulas. En lo que respecta al tratamiento Chícharo-Pectina, existe un aumento de tamaño 

en el día 12, esto se debe a la formación de aglomerados que son detectados en las micrografías. 
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                            (a) Chícharo-Pectina                                      (b) Chícharo-Goma arábiga 

 

 

                                (c) Soya-Pectina                                             (d) Soya-Goma arábiga 

 

                                       Repetición          A         B        C 

                            

Figura 18. Gráficos generados a partir del estimador modificado de Huber para las dobles emulsiones 
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                     (a) Chícharo-Pectina                                          (b) Chícharo-Goma arábiga 

 

 

                   (c) Soya-Pectina                                                      (d) Soya-Goma arábiga 

 

                                             Repetición          A        B        C 

 

Figura 19.  Gráficos generados a partir del estimador modificado de Huber para las microcápsulas 
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Las emulsiones simples (w/o) y las dobles (w/o/w) presentaron un diámetro de partícula de 6.05 ± 

4.17 μm y 7.08 ± 4.18 μm, respectivamente. De acuerdo con lo reportado por Garti & Lutz (2004), 

las emulsiones primarias presentan un tamaño  ≤ 1 μm. Por lo que, el valor obtenido en este estudio 

fue 6 veces superior. Por otra parte, Shaddel et al. (2018) realizaron un estudio donde utilizaron la 

técnica de coacervación compleja con emulsión doble y obtuvieron un diámetro de microgota de 

1.84 ± 0.79 μm para las emulsiones primarias y de 65.86 ± 3.97 μm  para las emulsiones dobles. 

Por lo tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio difieren significativamente (p < 0.05) 

con lo reportado por estos autores. Estas diferencias se pueden atribuir a los materiales de pared y 

a los tensoactivos utilizados en los distintos estudios. Esto hace casi imposible determinar los 

factores que están influyendo de manera significativa en las diferencias entre las muestras 

estudiadas y las reportadas en la literatura. 

 

Por otra parte, el diámetro de las microcápsulas húmedas fue de 5.14 ± 2.52 μm. De acuerdo con 

lo reportado por Favaro-Trindade et al. (2008) y Mehta et al. (2022), el tamaño de las 

microcápsulas utilizando el método de coacervación compleja oscila entre 1 - 500 μm. Por lo tanto, 

los valores obtenidos en este estudio se encuentran dentro del intervalo. No obstante, mostraron 

ser significativamente diferentes (p < 0.05) a los reportados por  Shaddel et al. (2018) y Santos et 

al. (2015) quienes también utilizaron la emulsión doble seguida de una coacervación compleja a 

la misma concentración de los biopolímeros empleada en el presente estudio.  Shaddel et al. (2018) 

y Santos et al. (2015) reportaron diámetros de microcápsulas de 65.86 ± 3.97 μm y 104.69 ± 10.78 

μm, respectivamente. Las velocidades utilizadas para generar tanto la emulsión simple como las 

emulsiones dobles reportadas por Shaddel et al. (2018) como por Santos et al. (2015) fueron 

menores a las utilizadas en el presente estudio, así como la concentración de tensoactivo empleado 

para la formación de las emulsiones simples y dobles. En relación a esto, Leimann et al. (2009) 

reportaron que el aumento de la velocidad de agitación conduce a la formación de partículas más 

pequeñas. También, una concentración alta del tensoactivo utilizado podría haber provocado la 

disminución del diámetro medio de las microcápsulas (McClements, 2015). Por lo tanto, las 

diferencias en el tamaño de las microcápsulas podrían atribuirse principalmente a estos dos 

factores. 

Por otra parte, de acuerdo con Mehta et al. (2022) el tamaño de las microcápsulas es importante 

para las aplicaciones alimentarias, debido a que las microcápsulas con un tamaño superior a los 



- 74 - 

 

100 μm afectan la textura y las propiedades sensoriales del producto alimenticio, por lo cual, las 

microcápsulas obtenidas en este estudio tienen un tamaño adecuado para su aplicación alimentaria. 

Cabe señalar que no se encontraron reportes sobre un posible límite mínimo de tamaño de 

encapsulados de compuestos bioactivos antioxidantes. 

       

(a)  

       

(b) 

Figura 20.  Micrografías del tratamiento Chícharo-Pectina (a) emulsiones dobles (b) microcápsulas con 

un aumento 100x. 

 

De acuerdo con las micrografías obtenidas (Figura 20, Apéndice M), el origen de los aglomerados 

en las emulsiones dobles en el día 1 y día 14 de almacenamiento, así como en  las microcápsulas 

en el día 1 podrían deberse a fenómenos de coagulación. Mientras que, para el caso de las 

microcápsulas en el día 14 de almacenamiento podría deberse a la reacción de reticulación entre 

las proteínas de la microcápsulas, causadas por la presencia de la enzima TGasa en la disolución 

(Leimann et al., 2009; Khatibi et al., 2021). Estos fenómenos se observaron en todos los 

tratamientos. Por lo tanto, el seguimiento de la morfología de las microcápsulas y las dobles 

 (a) Día 1 

 (a) Día 1 

 (a) Día 14 

 (a) Día 14 
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emulsiones permitió encontrar diferencias por los materiales de pared utilizados en los 

tratamientos, y observar la presencia de aglomerados. 

 

4.3. Pruebas de fragmentación  

Después de obtener los microencapsulados de los diferentes tratamientos, estos fueron sometidos 

a dos condiciones de fragmentación de microcápsulas típicas, las cuales consistieron en el uso de 

una disolución de metanol:NaCl acuoso al 10% o acetona, asistida por ultrasonido. Estas pruebas 

no indujeron la fragmentación de las microcápsulas, tampoco se observó la liberación del aceite al 

medio. Esto fue posible confirmarlo mediante microscopía óptica (Figura 21). Los resultados de 

las micrografías muestran microcápsulas aisladas después de una preparación de la muestra 

utilizada para minimizar la presencia de los aglomerados. Esta preparación de muestra consistió 

en deslizar un cubreobjetos sobre la muestra de microencapsulados arracimados previamente 

colocados sobre un portaobjetos. El arracimado se produjo principalmente en las microcápsulas 

sometidas a una fragmentación en acetona asistida por ultrasonido. Es importante resaltar que el 

deslizamiento del cubreobjetos sobre la muestra de microencapsulados en el portaobjetos no 

provocó la ruptura de las microcápsulas a pesar de que esto implicó un esfuerzo mecánico sobre 

las partículas. Las microcápsulas de los cuatro tratamientos estudiados presentaron una estabilidad 

alta, atribuible a la reacción de reticulación de la proteína con la TGasa. Consecuentemente, no 

fue posible llevar a cabo la prueba de eficiencia de microencapsulación de licopeno y compuestos 

fenólicos.    

          

                                      (a)                                                                  (b)  

Figura 21. Micrografías de las microcápsulas obtenidas del tratamiento Chícharo-Pectina después de la 

fragmentación (a) Metanol: NaCl acuoso al 10 % 1:1 (m/v), (b) Acetona con un aumento 40x. 
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Capítulo 5.  Conclusiones 
 

Se determinaron las características físicas y químicas del jitomate cherry empleado para la 

obtención de un extracto rico en licopeno y compuestos fenólicos. Asimismo, se logró 

cuantificar el contenido de proteína soluble presente en los aislados de proteína de chícharo y 

soya, los cuales fueron utilizados como material de núcleo y agentes de pared para el proceso 

de microencapsulación. 

Se logró establecer una metodología que permitió la obtención de un extracto que contuviera 

simúltaneamente licopeno y compuestos fenólicos. Esto se corroboró a través de la 

cuantificación de licopeno total, compuestos fenólicos totales y los compuestos fenólicos 

mayoritarios. El compuesto fenólico predominante fue el ácido clorogénico con un contenido 

de 18.55 ± 0.49 mg/100 g masa seca de fruto.  

Se estableció un procedimiento de microencapsulación de extractos de jitomate cherry Rubino 

Top mediante la técnica de coacervación compleja con doble emulsión y empleando la enzima 

TGasa. La formación de las dobles emulsiones y los microencapsulados fue corroborada a 

través de microscopía óptica. El diámetro que presentaron las emulsiones dobles y las 

microcápsulas fue de 7.08 ± 4.18 μm y 5.14 ± 2.52 μm, respectivamente.  

Debido a la estabilidad alta de las microcápsulas obtenidas no fue posible determinar la 

eficiencia de encapsulación y realizar la caracterización química del núcleo de las 

microcápsulas.  
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Capítulo 6. Perspectivas 
 

En esta sección se enumeran las perpectivas planteadas a partir de los resultados obtenidos de esta 

investigación. 

1. Los microencapsulados obtenidos presentaron una estabilidad alta después de ser 

sometidos a pruebas de fragmentación. Por lo tanto, se recomienda encontrar las 

condiciones de reacción de reticulación enzimática con TGasa que permitan estabilizar 

las microcápsulas sin afectar de manera siginificativa su bioaccesibilidad. Esto deberá 

involucrar cinéticas de reacción para determinar el tiempo de reacción que favorezca la 

producción microencapsulados tanto estables como bioaccesibles.  

2. Debido a que el monitoreo de la estabilidad de los microencapsulados realizado por 

microscopía óptica durante 12 días, evidenciaron cambios significativos en el tamaño y 

distribución de partículas a un  = 0.05. También, se recomienda realizar un estudio de 

los fenómenos físicos que desestabilizan a las microcápsulas durante el almacenamiento 

mediante un seguimiento de las propiedades físicas y químicas de las microcápsulas. 

3. También, se recomienda asegurar que los núcleos de las microcápsulas contengan tanto 

licopeno como compuestos fenólicos realizando las pruebas de fragmentación y la 

determinación de las eficiencias de encapsulación en función de los compuestos antes 

mencionados. 
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Capítulo 8.  Apéndices 

 

Apéndice A. Gráfico para la obtención del punto final de la valoración 
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Apéndice B.  Datos, modelo y validación del método de calibración para la cuantificación de 

ácido gálico por HPLC 

 

En la Tabla A se presentan las áreas bajo la curva obtenidas a partir de diferentes concentraciones 

del estándar de ácido gálico por HPLC. La prueba de correlación de Pearson mostró que existe una 

correlación positiva y fuerte entre las variables área y concentración (r = 0.99) a un α = 0.05. 

Asimismo, la Prueba de Levene realizada a lo datos iniciales indicaron la presencia de 

homocedasticidad (p = 0.48) a un α = 0.05. 

Tabla A. Áreas bajo la curva obtenidas a partir del estándar del ácido gálico a diferentes 

concentraciones. 

Réplica 
Concentración (µg/mL) 

10 14 18 22 26 30 

1 287.71 407.34 636.07 751.81 837.30 964.13 

2 289.14 403.52 630.96 742.52 838.11 959.57 

3 288.99 403.21 640.15 731.07 829.78 987.45 

 

Posteriormente, se procedió a obtener la gráfica de regresión lineal simple (Figura A) y su 

respectiva ecuación y = 34.33x - 40.53 y el coeficiente de determinación (r2) de 0.981. 

 

 

Figura A. Curva de calibración del estándar de ácido gálico. 
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A continuación, se procedió con la validación y diagnóstico del modelo. Se obtuvo como resultado 

que el modelo de regresión lineal puede ser aplicado de acuerdo con los valores de p presentados 

por el intercepto (p = 0.040) y de la pendiente (p = 3.79e-15) a un α = 0.05. 

El supuesto de linealidad se confirmó mediante la Figura A, la cual mostró una relación lineal 

entre la variable dependiente e independiente. El supuesto de homocedasticidad se comprobó 

mediante la Prueba Breusch-Pagan (p = 0.76) a un α = 0.05 y por las gráficas residuales vs 

ajustados (Figura B1) y escala-ubicación (Figura B3) donde, además se observaron a los residuos 

distribuirse de manera aleatoria. Por otro lado, el supuesto de normalidad se demostró con la ayuda 

de la Prueba de Shapiro-Wilk (p = 0.012) a un α = 0.01 y por la gráfica cuantil-cuantil (Q-Q) de 

residuos estandarizados (Figura B2).Con respecto a el supuesto de independencia, no se logró 

confirmar a través de la prueba de Durbin-Watson (p = 0.002) y por Breusch-Godfrey (p = 3.49e-

03) a un α = 0.05 cuando fue aplicado a las repeticiones de las diferentes concentraciones. Sin 

embargo, al aplicar las prueba a los promedios de las áreas para cada concentración (Durbin-

Watson p = 0.45, Breusch-Godfrey p = 0.97) se comprobó que si existe independencia entre los 

residuos. Estas diferencias podrían deberse a la falta de aleatoridad al momento de realizar las 

inyecciones al equipo de HPLC. 

Por otra parte, de acuerdo con la gráfica de barras de distancia de Cook (Figura B5) se confirma 

que no existe la presencia de valores atípicos pero si de datos potencialmente influyentes que 

corresponden a los valores 7 (la réplica 1 de la concentración 18 μg/mL), 9 (la réplica 3 de la 

concentración 18 μg/mL) y 17 (la réplica 2 de la concentración 30 μg/mL). De igual modo, se 

observó en la gráfica de residuos frente al apalancamiento (Figura B4) que dichos valores se 

encuentraron lejos del centroide y por lo tanto, como se señaló anteriormente estos valores podrían 

influir en la regresión lineal. Por lo que, se procedió a realizar las gráficas de DFBETAS, de 

residuos eliminados estudentizados y residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para 

confirmar la información obtenida. 
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Figura B. Gráficas de diagnóstico de regresión para el estándar de ácido gálico 
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Asimismo, mediante las gráficas DFBETAS (Figura C) se descartaron la presencia de valores 

influyentes en las estimaciones de cada uno de las variables.  

     

 

 

Figura C. Panel de DFBETA para identificar puntos influyentes del estándar de ácido gálico 

Mientras que, para corroborar con una prueba más confiable la falta de valores atípicos en la 

variable independiente se utilizó la gráfica de residuos eliminados estudentizados (Figura D). 

Además, en esta misma gráfica se observó que los datos presentaron aleatoriedad. 

 

Figura D. Gráfica de residuos eliminados estudentizados del estándar del ácido gálico  
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Por otro lado, se obtuvo la gráfica de residuos estudentizados eliminados (Figura E) donde se 

encontró un valor atípico correspondiente al número 9 (la réplica 3 de la concentración 18 μg/mL).  

 

Figura E. Residuos estudentizados eliminados vs valores predichos del estándar de ácido gálico 

 

Además, en la gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento (Figura F), también se 

observa el valor atípico anteriormente mencionado. No obstante, su influencia no fue importante 

y esto se verificó aplicando el modelo antes y después del valor influyente.  

 

Figura F. Gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento del estándar de ácido gálico 
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Apéndice C.  Datos, modelo y validación del método de calibración para la cuantificación de 

ácido clorogénico por HPLC 

 

En la Tabla B se presentan las áreas bajo la curva obtenidas a partir de diferentes concentraciones 

del estándar de ácido clorogénico por HPLC. La Prueba de correlación de Pearson mostró que 

existe una correlación positiva y fuerte entre las variables área y concentración (r = 0.99) a un α = 

0.05. Asimismo, la Prueba de Levene realizada a lo datos iniciales indicaron la presencia de 

homocedasticidad (p = 0.44) a un α = 0.05. 

Tabla B. Áreas bajo la curva obtenidas a partir del estándar del ácido clorogénico a diferentes 

concentraciones. 

Réplica 
Concentración (µg/mL) 

10 14 18 22 26 30 

1 176.72 248.88 373.84 448.68 507.20 584.25 

2 176.57 247.46 376.26 445.84 507.08 579.51 

3 176.37 248.40 379.94 442.49 499.92 593.15 

 

Posteriormente, se procedió a obtener la gráfica de regresión lineal simple (Figura G) con su 

respectiva ecuación y = 20.60x – 22.39 y coeficiente de determinación (r2) de 0.986. 

 

Figura G. Curva de calibración del estándar de ácido clorogénico 
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A continuación, se procedió con la validación y diagnóstico del modelo. Se obtuvo como resultado 

que el modelo de regresión lineal puede ser aplicado de acuerdo con los valores de p presentados 

por el intercepto (p = 0.034) y de la pendiente (p = 2e-16) a un α = 0.05. 

El supuesto de linealidad se confirmó mediante la Figura G, la cual mostró una relación lineal 

entre la variable dependiente e independiente. El supuesto de homocedasticidad se comprobó 

mediante la Prueba Breusch-Pagan (p = 0.84) a un α = 0.05 y por las gráficas residuales vs 

ajustados (Figura H1) y escala-ubicación (Figura H3) donde además, se observó a los residuos 

distribuirse de manera aleatoria. Por otro lado, el supuesto de normalidad se demostró con la ayuda 

de la Prueba de Shapiro-Wilk (p = 0.015) a un α = 0.01 y por la gráfica cuantil-cuantil (Q-Q) de 

residuos estandarizados (Figura H2). Por último, el supuesto de independencia no se logró 

confirmar a través de la prueba de Durbin-Watson (p = 0.002) y por Breusch-Godfrey (p = 2.35e-

03) a un α = 0.05 cuando fue aplicando a las repeticiones de las diferentes concentraciones. Sin 

embargo, al aplicar las pruebas a los promedios de las áreas para cada concentración (Durbin-

Watson p = 0.43, Breusch-Godfrey p = 0.998) se comprobó que si existe independencia entre los 

residuos. Estas diferencias podrían deberse a la falta de aleatoridad al momento de realizar las 

inyecciones al equipo de HPLC. 

Por otra parte, de acuerdo con la gráfica de barras de distancia de Cook (Figura H5) se confirma 

que no existe la presencia de valores atípicos pero si de datos potencialmente influyentes que 

corresponden a los valores 8 (la réplica 2 de la concentración 18 μg/mL), 9 (la réplica 3 de la 

concentración 18 μg/mL) y 17 (la réplica 2 de la concentración 30 μg/mL). De igual modo, se 

observó en la gráfica de residuos frente al apalancamiento (Figura 4) que dichos valores se 

encuentraron lejos del centroide y por lo tanto, como se señaló anteriormente podrían influir en la 

regresión lineal. Por lo que, se procedió a realizar las gráficas de DFBETAS, de residuos 

eliminados estudentizados y residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para 

confirmar la información obtenida. 
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Figura H. Gráficas de diagnóstico de regresión para el ácido clorogénico 
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Asimismo, mediante las gráficas DFBETAS (Figura I) se descartó la presencia de valores 

influyentes en las estimaciones de cada uno de las variables.  

     

 

 

Figura I. Panel de DFBETA para identificar puntos influyentes del estándar de ácido 

clorogénico 

 

Mientras que, para corroborar con una prueba más confiable la falta de valores atípicos en la 

variable independiente se utilizó la gráfica de residuos eliminados estudentizados (Figura J). 

Además, en esta misma gráfica se observó que los datos presentaron aleatoriedad. 

 

Figura J. Gráfica de residuos eliminados estudentizados del estándar del ácido clorogénico.  
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Figura K. Residuos estudentizados eliminados vs valores predichos del estándar de ácido 

clorogénico 

Además, en la gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento Figura L, también se 

observa el valor atípico anteriormente mencionado. No obstante, su influencia no fue importante 

y esto se verificó aplicando el modelo antes y después del valor influyente.  

 

Figura L. Gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento del estándar de ácido 

clorogénico 
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Apéndice D.  Datos, modelo y validación del método de calibración para la cuantificación de 

ácido 4-hidroxibenzoico por HPLC 

 

En la Tabla C se presentan las áreas bajo la curva obtenidas a partir de diferentes concentraciones 

del estándar de ácido 4-hidroxibenzoico por HPLC. La Prueba de correlación de Pearson mostró 

que existe una correlación positiva y fuerte entre las variables área y concentración (r = 0.99) a un 

α = 0.05. Asimismo, la Prueba de Levene realizada a los datos iniciales indicaron la presencia de 

homocedasticidad (p = 0.78)  a un α = 0.05. 

Tabla C. Áreas bajo la curva obtenidas a partir del estándar del ácido 4-hidroxibenzoico a 

diferentes concentraciones 

Réplica 
Concentración (µg/mL) 

10 14 18 22 26 30 

1 155.59 218.92 334.99 390.25 438.59 510.15 

2 158.87 217.46 332.31 387.07 443.93 509.00 

3 155.84 216.31 332.86 381.56 437.98 519.44 

 

Posteriormente, se procedió a obtener la gráfica de regresión lineal simple (Figura M) y su 

respectiva ecuación y = 17.87x – 16.14  y coeficiente de determinación (r2) de 0.985. 

 

 

Figura M. Curva de calibración del estándar de ácido 4-hidroxibenzoico 
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A continuación, se procedió con la validación y diagnóstico del modelo. El resultado del 

diagnóstico para el intercepto generó un valor p = 0.070, indicando que no es confiable. Sin 

embargo, el resultado del diagnóstico de la pendiente produjo un valor de p = 3.79e-15, que 

demostró una pendiente del modelo confiable. Cabe resaltar que el descriptor de un modelo de 

regresión lineal más importante es la pendiente y por lo tanto, este puede ser aplicado. 

El supuesto de linealidad se confirmó mediante la Figura M, la cual mostró una relación lineal 

entre la variable dependiente e independiente. El supuesto de homocedasticidad se comprobó 

mediante la Prueba Breusch-Pagan (p = 0.97) a un α = 0.05 y por las gráficas residuales vs 

ajustados (Figura N1) y escala-ubicación donde, además se observa a los residuos distribuirse de 

manera aleatoria (Figura N3). Sin embargo, el supuesto de normalidad se quedó bastante cercano 

a cumplirse mediante la Prueba de Shapiro-Wilk (p = 0.008) a un α = 0.01 y por la gráfica cuantil-

cuantil (Q-Q) de residuos estandarizados (Figura N2).Con respecto a el supuesto de 

independencia, no se logró confirmar a través de la prueba de Durbin-Watson  (p = 8e-03)  y por 

Breusch-Godfrey (p = 6.93e-03) a un α = 0.05 cuando fue aplicando a las repeticiones de las 

diferentes concentraciones. Sin embargo, al aplicar las pruebas a los promedios de las áreas para 

cada concentración (Durbin-Watson p = 0.63, Breusch-Godfrey p = 0.82)  se comprobó que si 

existe independencia entre los residuos. Estas diferencias podrían deberse a la falta de aleatoridad 

al momento de realizar las inyecciones al equipo de HPLC. 

Por otra parte, de acuerdo con la gráfica de barras de distancia de Cook (Figura N4) se confirma 

que no existe la presencia de valores atípicos pero si de datos potencialmente influyentes que 

corresponden a los valores 7 (la réplica 1 de la concentración 18 μg/mL), 8 (la réplica 2 de la 

concentración 18 μg/mL) y 9 (la réplica 3 de la concentración 18 μg/mL). De igual modo, se 

observó en la gráfica de residuos frente al apalancamiento (Figura N5) que dichos valores se 

encuentran lejos del centroide y por lo tanto, como se señaló anteriormente podrían influir en la 

regresión lineal. Por lo que, se procedió a realizar las gráficas de DFBETAS, de residuos 

eliminados estudentizados y residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para 

confirmar la información obtenida. 
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Figura N. Gráficas de diagnóstico de regresión para el estándar de ácido p-hidroxibenzoico 
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5) Gráfica de barra de la distancia de Cook 
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Asimismo, mediante las gráficas DFBETAS (Figura O) se descartó la presencia de valores 

influyentes en las estimaciones de cada uno de las variables.  

     

 

 

Figura O. Panel de DFBETA para identificar puntos influyentes del estándar de ácido p-

hidroxibenzoico 

 

Mientras que, para corroborar con una prueba más confiable la falta de valores atípicos en la 

variable independiente se utilizó la gráfica de residuos eliminados estudentizados (Figura P). 

Además, en esta misma gráfica se observó que los datos presentaron aleatoriedad. 

 

Figura P. Gráfica de residuos eliminados estudentizados del estándar del ácido p-

hidroxibenzoico. 
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Por otro lado, se obtuvo la gráfica de residuos estudentizados eliminados (Figura Q) donde se 

encontró un valor atípico que corresponde al número 7 ((la réplica 1 de la concentración 18 

μg/mL).  

 

Figura Q. Residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para el estándar de ácido p-

hidroxibenzoico 

 

Además, en la gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento (Figura R), también se 

observa que el valor atípico anteriormente mencionado. No obstante, su influencia no fue 

importante y esto, se verificó aplicando el modelo antes y después del valor influyente. 

 

Figura R. Gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento del estándar de ácido p-

hidroxibenzoico 
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Apéndice E.  Datos, modelo y validación del método de calibración para la cuantificación de 

ácido cafeico por HPLC 

 

En la Tabla D se presentan las áreas bajo la curva obtenidas a partir de diferentes concentraciones 

del estándar de ácido cafeico por HPLC. La Prueba de correlación de Pearson mostró que existe 

una correlación positiva y fuerte entre las variables área y concentración (r = 0.99) a un α = 0.05. 

Asimismo, la Prueba de Levene realizada a lo datos iniciales indicaron la presencia de 

homocedasticidad (p = 0.47) a un α = 0.05. 

Tabla D. Áreas bajo la curva obtenidas a partir del estándar del ácido cafeico a diferentes 

concentraciones 

Réplica 
Concentración (µg/mL) 

10 14 18 22 26 30 

1 341.55 479.55 739.14 873.45 985.37 1136.91 

2 341.56 473.75 737.58 868.22 989.67 1131.27 

3 337.35 475.69 738.08 862.91 975.49 1150.83 

 

Posteriormente, se procedió a obtener la gráfica de regresión lineal simple (Figura S) y su 

respectiva ecuación y = 40.35x - 49.32 y coeficiente de determinación (r2) de 0.984. 

 

 

Figura S. Curva de calibración del estándar de ácido cafeico 
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A continuación, se procedió con la validación y diagnóstico del modelo. Se obtuvo como resultado 

que el modelo de regresión lineal puede ser aplicado de acuerdo con los valores de p presentados 

por el intercepto (p = 0.027) y de la pendiente (p = 7.06e-16) a un α = 0.05. 

El supuesto de linealidad se confirmó mediante la Figura S, la cual mostró una relación lineal 

entre la variable dependiente e independiente. El supuesto de homocedasticidad se comprobó 

mediante la Prueba Breusch-Pagan (p = 0.91) a un α = 0.05 y por las gráficas residuales vs 

ajustados (Figura T1) y escala-ubicación donde además, se observa a los residuos distribuirse de 

manera aleatoria (Figura T3). Sin embargo, el supuesto de normalidad se queda cercano a 

cumplirse mediante la Prueba de Shapiro-Wilk (p = 9.2e-3) a un α = 0.01 y por la gráfica cuantil-

cuantil (Q-Q) de residuos estandarizados (Figura T2). Con respecto a el supuesto de 

independencia, no se logró confirmar a través de la prueba de Durbin-Watson (p = 2e-03) y por 

Breusch-Godfrey (p = 3.52e-03) a un α = 0.05 cuando fue aplicando a las repeticiones de las 

diferentes concentraciones. Sin embargo, al aplicar las pruebas a los promedios de las áreas para 

cada concentración (Durbin-Watson p = 0.49, Breusch-Godfrey p = 0.95) se comprobó que si 

existe independencia entre los residuos. Estas diferencias podrían deberse a la falta de aleatoridad 

al momento de realizar las inyecciones al equipo de HPLC. 

Por otra parte, de acuerdo con la gráfica de barras de distancia de Cook (Figura T5) se confirma 

que no existe la presencia de valores atípicos pero si de datos potencialmente influyentes que 

corresponden a los valores 7 (la réplica 1 de la concentración 18 μg/mL), 9 (la réplica 3 de la 

concentración 18 μg/mL) y 17 (la réplica 2 de la concentración 30 μg/mL). De igual modo, se 

observó en la gráfica de residuos frente al apalancamiento (Figura T4) que dichos valores se 

encuentran lejos del centroide y por lo tanto, como se señaló anteriormente podrían influir en la 

regresión lineal. Por lo que, se procedió a realizar las gráficas de DFBETAS, de residuos 

eliminados estudentizados y residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para 

confirmar la información obtenida. 
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Figura T. Gráficas de diagnóstico de regresión para el estándar de ácido cafeico 

2) Gráfica de normalidad Q-Q 1)  Gráfica valor ajustado vs Residual 

3) Gráfica escala-ubicación 4) Gráfica de residuos frente al 

apalancamiento 
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5) Gráfica de barra de la distancia de Cook 
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Asimismo, mediante las gráficas DFBETAS (Figura U) se descartó la presencia de valores 

influyentes en las estimaciones de cada uno de las variables. 

     

 

 

Figura U. Panel de DFBETA para identificar puntos influyentes del estándar de ácido cafeico 

 

Mientras que, para corroborar con una prueba más confiable la falta de valores atípicos en la 

variable independiente se utilizó la gráfica de residuos eliminados estudentizados (Figura V). 

Además, en esta misma gráfica se observó que los datos presentaron aleatoriedad. 

 

Figura V. Gráfica de residuos eliminados estudentizados del estándar del ácido cafeico.  
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Figura W. Residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para el estándar de ácido 

cafeico 

Asimismo, de acuerdo con la gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento Figura X, 

se observa que no hay valores atípicos ni de apalancamiento que influyan en el modelo de regresión 

lineal. 
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Apéndice F. Datos, modelo y validación del método de calibración para la cuantificación de ácido 

p-cumárico por HPLC 

 

En la Tabla E se presentan las áreas bajo la curva obtenidas a partir de diferentes concentraciones 

del estándar de ácido p-cumárico por HPLC. La Prueba de correlación de Pearson mostró que 

existe una correlación positiva y fuerte entre las variables área y concentración (r = 0.99) a un α = 

0.05. Asimismo, la Prueba de Levene realizada a lo datos iniciales indicaron la presencia de 

homocedasticidad (p = 0.74) a un α = 0.05. 

Tabla E. Áreas bajo la curva obtenidas a partir del estándar del ácido p-cumárico a diferentes 

concentraciones. 

Réplica 
Concentración (µg/mL) 

10 14 18 22 26 30 

1 646.36 908.22 1328.51 1638.67 1859.88 2148.50 

2 645.91 901.63 1380.44 1622.92 1860.88 2141.96 

3 635.42 893.69 1387.70 1609.62 1842.57 2170.35 

 

Posteriormente, se procedió a obtener la gráfica de regresión lineal simple (Figura Y) y su 

respectiva ecuación y = 76.24x – 101.23 y coeficiente de determinación (r2) de 0.988. 

 

 

Figura Y. Curva de calibración del estándar de ácido p-cumárico. 
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A continuación, se procedió con la validación y diagnóstico del modelo. Se obtuvo como resultado 

que el modelo de regresión lineal puede ser aplicado de acuerdo con los valores de p presentados 

por el intercepto (p = 9.91e-03) y de la pendiente (p = 2e-16) a un α = 0.05. 

El supuesto de linealidad se confirmó mediante la Figura Y, la cual mostró una relación lineal 

entre la variable dependiente e independiente. El supuesto de homocedasticidad se comprobó 

mediante la Prueba Breusch-Pagan (p = 0.94) a un α = 0.05 y por las gráficas residuales vs 

ajustados (Figura Z1) y escala-ubicación donde además, se observa a los residuos distribuirse de 

manera aleatoria (Figura Z3). Por otro lado, el supuesto de normalidad se demostró mediante la 

Prueba de Shapiro-Wilk (p = 0.036) a un α = 0.01 y por la gráfica cuantil-cuantil (Q-Q) de residuos 

estandarizados (Figura Z2). Con respecto a el supuesto de independencia, no se logró confirmar 

a través de la prueba de Durbin-Watson (p = 2e-03) y por Breusch-Godfrey (p = 1.54e-03) a un α = 

.05 cuando fue aplicando a las repeticiones de las diferentes concentraciones. Sin embargo, al 

aplicar las pruebas a los promedios de las áreas para cada concentración (Durbin-Watson p = 0.57, 

Breusch-Godfrey p = 0.90) se comprobó que si existe independencia entre los residuos. Estas 

diferencias podrían deberse a la falta de aleatoridad al momento de realizar las inyecciones al 

equipo de HPLC. 

Por otra parte, de acuerdo con la gráfica de barras de distancia de Cook (Figura Z5) se confirma 

que no existe la presencia de valores atípicos pero si de datos potencialmente influyentes que 

corresponden a los valores 6 (la réplica 3 de la concentración 14 μg/mL), 8 (la réplica 2 de la 

concentración 18 μg/mL) y 9 (la réplica 3 de la concentración 18 μg/mL). De igual modo, observó 

en la gráfica de residuos frente al apalancamiento (Figura Z4) que dichos valores se encuentran 

lejos del centroide y por lo tanto, como se señaló anteriormente podrían influir en la regresión 

lineal. Por lo que, se procedió a realizar las gráficas de DFBETAS, de residuos eliminados 

estudentizados y residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para confirmar la 

información obtenida.  
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Figura Z. Gráficas de diagnóstico de regresión para el estándar de ácido p-cumárico 

2) Gráfica de normalidad Q-Q 1)  Gráfica valor ajustado vs Residual 

3) Gráfica escala-ubicación 4) Gráfica de residuos frente al 

apalancamiento 
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5) Gráfica de barra de la distancia de Cook 
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Asimismo, mediante las gráficas DFBETAS (Figura AA) se descartó la presencia de valores 

influyentes en las estimaciones de cada uno de las variables. 

     

 

 

Figura AA. Panel de DFBETA para identificar puntos influyentes del estándar de ácido p-

cumárico 

 

Mientras que, para corroborar con una prueba más confiable la falta de valores atípicos en la 

variable independiente (residuos eliminados estudentizados < 3) se utilizó la gráfica de residuos 

eliminados estudentizados (Figura AB). Además, en esta misma gráfica se observó que los datos 

presentaron aleatoriedad. 
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Figura AB. Gráfica de residuos eliminados estudentizados del estándar del ácido p-cumárico  

Por otro lado, se obtuvo la gráfica de residuos estudentizados eliminados (Figura AC) donde se 

encontraron dos valores atípicos que corresponden al número 8 (la réplica 2 de la concentración 

18 μg/mL) y al número 9 (la réplica 3 de la concentración 18 μg/mL). 

 

Figura AC. Residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para el estándar de ácido 

p-cumárico 

Además, en la gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento (Figura AD), también se 

observaron los valores atípicos anteriormente mencionados. No obstante, su influencia no fue 

importante y esto se verificó aplicando el modelo antes y después del valor influyente.  

 

Figura AD. Gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento para el estándar de ácido 

p-cumárico 
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Apéndice G.  Datos, modelo y validación del método de calibración para la cuantificación de 

ácido ferúlico por HPLC 

 

En la Tabla E se presentan las áreas bajo la curva obtenidas a partir de diferentes concentraciones 

del estándar de ácido ferúlico por HPLC. La Prueba de correlación de Pearson mostró que existe 

una correlación positiva y fuerte entre las variables área y concentración (r = 0.99) a un α = 0.05. 

Asimismo, la Prueba de Levene realizada a lo datos iniciales indicaron la presencia de 

homocedasticidad (p = 0.67) a un α = 0.05. 

Tabla E. Áreas bajo la curva obtenidas a partir del estándar del ácido ferúlico a diferentes 

concentraciones. 

Réplica 
Concentración (µg/mL) 

10 14 18 22 26 30 

1 357.67 505.53 757.06 916.03 1040.59 1205.21 

2 359.75 505.63 777.43 911.03 1039.71 1205.91 

3 352.02 499.87 774.24 897.80 1035.10 --- 

 

Posteriormente, se procedió a obtener la gráfica de regresión lineal simple (Figura AE) y su 

respectiva ecuación y = 43.05x – 62.73 y coeficiente de determinación (r2) de .987.  

 

Figura AE. Curva de calibración del estándar de ácido ferúlico 
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A continuación, se procedió con la validación y diagnóstico del modelo. Se obtuvo como resultado 

que el modelo de regresión lineal puede ser aplicado de acuerdo con los valores de p presentados 

por el intercepto (p = 9e-03) y de la pendiente (p = 1.83e-15) a un α = 0.05. 

El supuesto de linealidad se confirmó mediante la Figura AE, la cual mostró una relación lineal 

entre la variable dependiente e independiente. El supuesto de homocedasticidad se comprobó 

mediante la Prueba Breusch-Pagan (p = 0.77) a un α = 0.05 y por las gráficas residuales vs 

ajustados (Figura AF1) y escala-ubicación donde además, se observa a los residuos distribuirse 

de manera aleatoria (Figura AF3). Por otro lado, el supuesto de normalidad se demostró mediante 

la Prueba de Shapiro-Wilk (p = 0.022) a un α = 0.01 y por la gráfica cuantil-cuantil (Q-Q) de 

residuos estandarizados, (Figura AF2). Con respecto a el supuesto de independencia, no se logró 

confirmar a través de la prueba de Durbin-Watson (p = 2e-03) y por Breusch-Godfrey (p = 2.78e-

03) a un α = 0.05 cuando fue aplicando a las repeticiones de las diferentes concentraciones. Sin 

embargo, al aplicar las pruebas a los promedios de las áreas para cada concentración (Durbin-

Watson p = 0.50, Breusch-Godfrey p = 0.91) se comprobó que si existe independencia entre los 

residuos. Estas diferencias podrían deberse a la falta de aleatoridad al momento de realizar las 

inyecciones al equipo de HPLC. 

Por otra parte, de acuerdo con la gráfica de barras de distancia de Cook (Figura A5) se confirma 

que no existe la presencia de valores atípicos pero si de datos potencialmente influyentes que 

corresponden a los valores 8 (la réplica 2 de la concentración 18 μg/mL), 9 (la réplica 3 de la 

concentración 18 μg/mL) y 16 (la réplica 3 de la concentración 30 μg/mL). De igual modo, se 

observó en la gráfica de residuos frente al apalancamiento (Figura AF4) que dichos valores se 

encuentran lejos del centroide y por lo tanto, como se señaló anteriormente podrían influir en la 

regresión lineal. Por lo que, se procedió a realizar las gráficas de DFBETAS, de residuos 

eliminados estudentizados y residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para 

confirmar la información obtenida. 
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Figura AF. Gráficas de diagnóstico de regresión para el estándar de ácido cafeico 

2) Gráfica de normalidad Q-Q 1) Gráfica valor ajustado vs Residual 

3) Gráfica escala-ubicación 4) Gráfica de residuos frente al 

apalancamiento 
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5) Gráfica de barra de la distancia de Cook 
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Asimismo, mediante las gráficas DFBETAS (Figura AG) se descartó la presencia de valores 

influyentes en las estimaciones de cada uno de las variables.  

     

 

 

Figura AG. Panel de DFBETA para identificar puntos influyentes del estándar de ácido ferúlico 

 

Mientras que, para corroborar con una prueba más confiable la falta de valores atípicos en la 

variable independiente se utilizó la gráfica de residuos eliminados estudentizados (Figura AH). 

Además, en esta misma gráfica se observó que los datos presentaron aleatoriedad. 

 

Figura AH. Gráfica de residuos eliminados estudentizados del estándar del ácido ferúlico 
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Por otro lado, se obtuvo la gráfica de residuos estudentizados eliminados (Figura AI) donde se 

encontraron dos valores atípicos que corresponde al número 8 (la réplica 2 de la concentración 18 

μg/mL) y el número 9 (la réplica 3 de la concentración 18 μg/mL). 

 

Figura AI. Residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para el estándar de ácido 

ferúlico 

Además, en la gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento (Figura AJ), también se 

observaron los valores atípicos anteriormente mencionados. No obstante, su influencia no fue 

importante y esto se verificó aplicando el modelo antes y después del valor influyente.  

 

Figura AJ. Gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento para el estándar de ácido 

ferúlico 
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Apéndice H.  Datos, modelo y validación del método de calibración para la cuantificación de 

proteína por el método de Biuret 

 

En la Tabla G se presentan las absorbencias obtenidas a partir de las diferentes concentraciones 

del estándar de albúmina de al 99.8 % por el método de Biuret. La Prueba de correlación de Pearson 

mostró que existe una correlación positiva y fuerte entre las variables absorbencia y concentración 

(r = 0.99) a un α = 0.05. Asimismo, la Prueba de Levene realizada a lo datos iniciales indicaron la 

presencia de homocedasticidad (p = 0.35) a un α = 0.05. 

Tabla G. Áreas bajo la curva obtenidas a partir del estándar de albúmina al 99.8 % a diferentes 

concentraciones 

Réplica 
Concentración (mg/mL) 

5 10 15 20 25 

1 0.147 0.193 0.251 0.292 0.340 

2 0.151 0.193 0.247 0.292 0.328 

3 0.152 0.195 0.249 0.294 0.335 

 

Posteriormente, se procedió a obtener la gráfica de regresión lineal simple (Figura AK) y su 

respectiva ecuación y = 0.0094x – 0.104 y coeficiente de determinación (r2) de 0.996. 

 

 

Figura AK. Curva de calibración del estándar de albúmina al 99.8 % 
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A continuación, se procedió con la validación y diagnóstico del modelo. Se obtuvo como resultado 

que el modelo de regresión lineal puede ser aplicado de acuerdo con los valores de p presentados 

por el intercepto (p = 4.61e-12) y de la pendiente (p = 2e-16) a un α = 0.05. 

El supuesto de linealidad se confirmó mediante la Figura AK, la cual mostró una relación lineal 

entre la variable dependiente e independiente. El supuesto de homocedasticidad se comprobó 

mediante la Prueba Breusch-Pagan (p = 0.25) a un α = 0.05 y, las gráficas residuales vs ajustados 

(Figura AL1) y escala-ubicación (Figura AL3), donde se observa a los residuos distribuirse de 

manera aleatoria. Por otro lado, el supuesto de normalidad se comprobó mediante la Prueba de 

Shapiro-Wilk (p = 0.61) a un α = 0.05 y por la gráfica cuantil-cuantil (Q-Q) de residuos 

estandarizados (Figura AL2). Con respecto a el supuesto de independencia se logró confirmó a 

través de la prueba de Durbin-Watson (p = 0.15) y por Breusch-Godfrey (p = 0.34) a un α = 0.05. 

Por otra parte, de acuerdo con la gráfica de barras de distancia de Cook (Figura AL5) se confirmó 

la presencia de un valor atípico y de un dato potencialmente influyente que corresponden a los 

valores 7 (la réplica 1 de la concentración 15 mg/mL) y 14 (la réplica 2 de la concentración 25 

mg/mL). De igual modo, se observó en la gráfica de residuos frente al apalancamiento (Figura 

AL4) que dichos valores se encuentran lejos del centroide y por lo tanto, como se señaló 

anteriormente podrían influir en la regresión lineal. Por lo que, se procedió a realizar las gráficas 

de DFBETAS, de residuos eliminados estudentizados y residuos estudentizados eliminados vs 

valores predichos para confirmar la información obtenida. 
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Figura AL. Gráficas de diagnóstico de regresión para el estándar de albúmina al 99.8 % 

2) Gráfica de normalidad Q-Q 1)  Gráfica valor ajustado vs Residual 

3) Gráfica escala-ubicación 4) Gráfica de residuos frente al 
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5) Gráfica de barra de la distancia de Cook 
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Asimismo, mediante las gráficas DFBETAS (Figura AM) se confirmó la presencia de un valor 

influyente en las estimaciones de cada uno de las variables. 

     

 

 

Figura AM. Panel de DFBETA para identificar puntos influyentes del estándar de albúmina al 

99.8 % 

 

Mientras que, para corroborar con una prueba más confiable la falta de valores atípicos en la 

variable independiente se utilizó la gráfica de residuos eliminados estudentizados (Figura AN). 

Además, en esta misma gráfica se observó que los datos presentaron aleatoriedad. 

 

Figura AN. Gráfica de residuos eliminados estudentizados de albúmina del 99.8 % 
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Por otro lado, se obtuvo la gráfica de residuos estudentizados eliminados (Figura AO) donde se 

encontró un valor atípico que corresponde al número 14 (la réplica 3 de la concentración 18 

μg/mL).  

 

Figura AO. Residuos estudentizados eliminados vs valores predichos del estándar de albúmina 

al 99.8 % 

Además, en la gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento (Figura AP), también se 

observa el valor anteriormente mencionado. No obstante, su influencia no fue importante y esto se 

verificó aplicando el modelo antes y después del valor influyente.  

 

Figura AP. Gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento del estándar de albumina 

al 99.8 %  
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Apéndice 8. Datos, modelo y validación del método de calibración para la cuantificación de ácido 

gálico por Folin-Ciocalteu 

En la Tabla H se presentan las absorbencias obtenidas a partir de diferentes concentraciones del 

estándar de ácido gálico por Folin-Ciocalteu. La Prueba de correlación de Pearson mostró que 

existe una correlación positiva y fuerte entre las variables absorbencia y concentración (r = 0.99) 

a un α = 0.05. Asimismo, la Prueba de Levene realizada a lo datos iniciales indicaron la presencia 

de homocedasticidad (p = 0.87) a un α = 0.05. 

Tabla H. Absorbencias obtenidas a partir del estándar del ácido gálico a diferentes 

concentraciones. 

Réplica 
Concentración (µg/mL) 

5 10 15 20 25 

1 0.074 0.115 0.137 0.168 0.199 

2 0.080 0.109 0.130 0.164 0.186 

3 0.080 0.108 0.141 0.164 0.188 

 

Posteriormente, se procedió a obtener la gráfica de regresión lineal simple (Figura AQ) y su 

respectiva ecuación y = 0.0056x – 0.052 y coeficiente de determinación (r2) de 0.988.  Los datos 

potencialmente influyentes se colocaron en color rojo. 

 

Figura AQ. Curva de calibración del estándar de ácido gálico 
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A continuación, se procedió con la validación y diagnóstico del modelo. Se obtuvo como resultado 

que para los valores de p del intercepto (p = 4.61e-12) y de la pendiente (p = 2e-16)  a un α = 0.05. 

Por lo tanto, el modelo de regresión lineal puede ser aplicado. 

El supuesto de linealidad se confirmó mediante la Figura AQ, la cual mostró una relación lineal 

entre la variable dependiente e independiente. El supuesto de homocedasticidad se comprobó 

mediante la Prueba Breusch-Pagan (p = 0.26) a un α = 0.05 y, las gráficas residuales vs ajustados 

(Figura AR1) y escala-ubicación (Figura AR3), donde se observa a los residuos distribuirse de 

manera aleatoria. Por otro lado, el supuesto de normalidad se demostró mediante la Prueba de 

Shapiro-Wilk (p = 0.36) a un α = 0.05 y por la gráfica cuantil-cuantil (Q-Q) de residuos 

estandarizados (Figura AR2). Con respecto a el supuesto de independencia, se confirmó a través 

de la prueba de Durbin-Watson (p = 0.716) y por Breusch-Godfrey (p = .75) a un α = 0.05. 

Por otra parte, de acuerdo con la gráfica de barras de distancia de Cook (Figura AR5) se confirma 

que no existe la presencia de valores atípicos pero si de datos potencialmente influyentes que 

corresponden a los valores 1(la réplica 1 de la concentración 5 μg/mL), 13 (la réplica 1 de la 

concentración 25 μg/mL) y 14 (la réplica 1 de la concentración 25 μg/mL). De igual modo, se 

observó en la gráfica de residuos frente al apalancamiento (Figura AR4) que dichos valores se 

encuentran lejos del centroide y por lo tanto, como se señaló anteriormente podrían influir en la 

regresión lineal. Por lo que, se procedió a realizar las gráficas de DFBETAS, de residuos 

eliminados estudentizados y residuos estudentizados eliminados vs valores predichos para 

confirmar la información obtenida. 
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Figura AR. Gráficas de diagnóstico de regresión para el estándar de ácido gálico 
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5) Gráfica de barra de la distancia de Cook 
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Mediante las gráficas DFBETAS (Figura AS) se detectó la presencia de valores influyentes en las 

estimaciones de cada uno de las variables. 

     

 

 

Figura AS. Panel de DFBETA para identificar puntos influyentes del estándar de ácido gálico 

Mientras que, para corroborar con una prueba más confiable la falta de valores atípicos en la 

variable independiente se utilizó la gráfica de residuos eliminados estudentizados (Figura AT). 

Además, en esta misma gráfica observó que los datos presentaron aleatoriedad.   

 

Figura AT. Gráfica de residuos eliminados estudentizados del estándar del ácido gálico.  
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Por otro lado, se obtuvo la gráfica de residuos estudentizados eliminados (Figura AU) donde no 

se encontraron valores atípicos. 

 

Figura AU. Residuos estudentizados eliminados vs valores predichos del estándar de ácido 

gálico 

Asimismo, de acuerdo con la gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento (Figura 

AV), no se encontraron valores atípicos ni de apalancamiento. 

 

 

Figura AV. Gráfica de residuos estudentizados versus apalancamiento del estándar de ácido 

gálico 
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Apéndice I. Procesamiento de la imagen 

 

Para realizar el procesamiento de la imagen previamente se tuvo que realizar la calibración del 

software. Para esto, se colocó un cubreobjetos micrométrico en la platina del microscopio. 

Posteriormente, se ajustaron los oculares de tal manera que la escala grabada en el cubreobjetos 

micrométrico (círculo estándar grabado de 150 μm) quedara correctamente enfocada usando el 

lente del objetivo deseado. A continuación, mediante el software ToupView se guardó la imagen 

en formato tiff para posteriormente emplearla en la calibración del software imageJ. El análisis de 

las imágenes se llevó a cabo en el software imageJ y esto consistió en realizar los pasos siguientes: 

Paso 1. Calibrar el software 

Primeramente, se cargó la imagen en el software imageJ seleccionando en el menú a “File” -> 

Open -> “ubicación de la imagen” y posteriormente, se procedió a establecer la escala. Para lo 

cual, se seleccionó el diámetro del círculo generado en el software Toup View y se procedió a dar 

click en Analized -> Set scale. En la ventana que se desplegó se colocó en el apartado distance 

known “150” y en unit of length “μm”.  Por último, se dió click en Global y OK. (Figura AW) 

 

 

FiguraAW. Calibración del software 

Paso 2. Procesamiento de la imagen 

El procesamiento de la imagen consistió en disminuir la cantidad de color de la micrografía 

original (Figura AX) a una escala de grises al convertir la imagen de 16 bits/píxel  a 8 bits/píxel 
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mediante la herramienta Image-> Type -> 8 bits y Process -> Smooth (Figura AY) Posteriormente, 

esta imagen de 8 bits/píxel se transformó a una imagen de 1 bits/pixel mediante la función Process 

-> Binary -> Make binary e Image -> Adjust -> Threshold, obteniendo como resultado una imagen 

en blanco y negro (Figura AZ) . Esto se realizó con la finalidad de que el software pudiera detectar 

con mayor facilidad la periferia de las partículas.  

                             

         Figura AX. Imagen original                       Figura AY. Imagen a escala de grises    

 

Figura AZ. Imagen blanco y negro 

 

Después se realizó la remoción de los píxeles atípicos mediante la función Process -> Noise -> 

Remove Outliers. En la ventana que se desplegó se colocó en apartado Radius “5” y en Which 

outliers “Dark” y se dio click en Preview (Figura BA). Finalmente, se realizó el análisis del 

tamaño de los microencapsulados mediante la herramienta Analyze -> Analize Particles. En la 

ventana que se desplegó se colocó en el apartado Show “Overlay” y se dio click en “OK” 

obteniendo como resultado la selección de las partículas en la imagen (Figura BB) y la generación 

de un archivo en formato excel conteniendo las medidas de las partículas seleccionadas en la 

imagen. 
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Figura BA. Imagen con remoción de pixeles         Figura BB. Imagen con partículas analizadas 

 

Los datos obtenidos fueron sometidos a un criterio de discriminación basado en la resolución 

máxima de la cámara OMAX A3503S de 640 x 480 pixeles. La cual se basó en la relación 

pixeles/unidad de medida obtenida durante la calibración de la escala del software. Por lo tanto, la 

resolución máxima de la cámara empleada en el estudio fue de 0.53 μm, considerando que en la 

micrografía 1.87 píxeles equivalen a un μm. 
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Apéndice J. Histogramas del tamaño para las emulsiones dobles 

 

 

 

Figura BC. Histograma del tamaño de las emulsiones dobles de Chícharo-Pectina  

 

 

Figura BD. Histograma de tamaño de las emusiones dobles Chícharo-Goma arábiga 
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Figura BE. Histograma de tamañi de las dobles emulsiones Soya-Pectina 

 

 

Figura BF. Histograma de tamañi de las emulsiones dobles Soya-Goma arábiga 
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Apéndice K.  Histogramas del tamaño para las microcápsulas 

 

 

Figura BG. Histograma del tamaño de las microcápsulas Chícharo-Pectina  

 

 

 

Figura BH. Histograma del tamaño de las microcápsulas Chícharo-Goma arábiga 
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Figura BI. Histograma del tamaño de las microcápsulas Soya-Pectina 

 

 

Figura BJ. Histograma del tamaño de las microcápsulas Soya-Goma arábiga 
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Apéndice L. ANOVA robusto con el estimador-M de Huber de las emulsiones dobles y 

microcápsulas 

 

Tabla I. Valores de “p” para las emulsiones dobles 

 

 

 

 

 

Tabla J. Valores de “p” para las microcápsulas 

 

 

 

 

Apéndice M. Micrografías de los tratamientos a lo largo del tiempo. 
 

   

     

Figura BK. Micrografías del tratamiento Soya-Goma arábiga  (a) Emulsiones dobles (b) Microcápsulas 

Doble emulsión Tratamiento Repetición Tratamiento-Repetición 

Chícharo-Pectina 0.00 0.07 0.0138 

Chícharo-Goma arábiga 0.00 0.11 0.0028 

Soya-Pectina 0.00 0.02 0.0012 

Soya-Goma arábiga 0.00 0.18 0.0596 

Microcápsulas  Tratamiento Repetición Tratamiento-Repetición 

Chícharo-Pectina 0.00 0.10 0.0510 

Chícharo-Goma arábiga 0.00 0.11 0.0028 

Soya-Pectina 0.00 0.16 0.0028 

Soya-Goma arábiga 0.00 0.16 0.0108 

 (a) Día 1 (a) Día 14 

(b) Día 1 (b) Día 14 
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Figura BL. Micrografías del tratamiento Chícharo-Soya (a) Emulsiones dobles (b) Microcápsulas 

 

 

    

              

Figura BM. Micrografías del tratamiento Soya-Pectina (a) Emulsiones dobles (b) Microcápsulas 

 

 (a) Día 1 

(b) Día 1 

(a) Día 14 

(b) Día 14 

 (a) Día 1 

(b) Día 1 

(a) Día 14 

(b) Día 14 
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