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RESUMEN 

 

El concentrado de licopeno de tomate de árbol (Solanum betaceum) se microencapsuló 

utilizando cuatro tipos de combinaciones de polímeros y se evaluó la capacidad 

antioxidante. Las combinaciones fueron la carga con respecto a los polímeros usados 

que fueron maltodextrina y goma arábiga con modificaciones en la temperatura de 

entrada y salida en la microencapsulación. La determinación de la actividad 

antioxidante in vitro se realizó mediante la prueba de DPPH. Se utilizó la levadura 

Saccharomyces cerevisiae como modelo celular para analizar la actividad in vivo 

midiendo la razón de crecimiento que presenta  en niveles de estrés alto y bajo con 

peróxido de hidrógeno e hipoclorito de sodio.  

Se determinó que el microencapsulado con 30% de licopenos, 35% de goma arábiga y 

35% de maltodextrina a una temperatura de entrada (Te) de 120 ºC y de salida (Ts) de 

80 °C presentó mayor capacidad antioxidante al usar el método del radical libre DPPH 

obteniéndose un 81,84% de inhibición lo que equivale a una concentración de trolox 

de 333,78 ± 4,53 µmol de trolox/g muestra, además registró un porcentaje de eficiencia 

de microencapsulación del 64,42%, lo que se corroboró con el análisis en el espectro 

infrarrojo lejano tomando en cuenta que se obtuvo un 83,76% de transmitancia. La 

actividad antioxidante in vivo comprobó los resultados anteriores, debido a que al 

utilizar el microencapsulado a una concentración de 700 mg/mL, Saccharomyces 

cervisiae mostró una razón de crecimiento mayor a 1 en presencia de NaOCl y H2O2 

superando la capacidad antioxidante de la vitamina C. 

 

Palabras claves: Carotenoides, secado por aspersión, actividad antioxidante, 

Saccharomyces cerevisiae, Solanum betaceum. 
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ABSTRACT 

 

The concentrate of lycopene of tree tomato (Solanum betaceum) was 

microencapsulated using four differents combinations whose were evaluated through 

the antioxidant capacity. The combinations consisted of varying the load, with respect 

to the polymers used that were maltodextrin and gum arabic with modifications in the 

entry and exit temperature in the microencapsulation. The evaluation of antioxidant 

activity in vitro was developed using the DPPH test. On the other hand, 

Saccharomyces cerevisiae was used as a cellular model to analyze the activity in vivo 

comparing the growth rate it presents against high and low stress levels with hydrogen 

peroxide and sodium hypochlorite. 

It was determined that the microencapsulated with 30% lycopene, 35% gum arabic and 

35% maltodextrin at an inlet temperature (Te) of 120 °C and outlet (Ts) of 80 °C 

showed greater antioxidant capacity when using the DPPH free radical method 

obtaining 81,84% inhibition equivalent to trolox concentration of 333,78 ± 4,53 µmol 

of trolox/g sample, also recorded a percentage of microencapsulation efficiency of 

64,42%, which was comprobated with the analysis in the far infrared spectrum taking 

into account that 83,76% transmittance was obtained. The antioxidant activity in vivo 

corroborated the previous results, because when using the microencapsulation at a 

concentration of 700 mg/mL, Saccharomyces cervisiae showed a growth rate greater 

than 1 in the presence of NaOCl and H2O2 exceeding the antioxidant capacity of 

vitamin C. 

 

Key words: Carotenoids, spray drying, antioxidant activity, Saccharomyces 

cerevisiae, Solanum betaceum. 
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INTRODUCCION 

 

El licopeno presenta grandes propiedades que son desconocidas por la mayoría de la 

población, es por tal razón que al estar presente en un 82% en la piel de tomate 

Yamaguchi (2010) de árbol (Solanum betaceum) hace que sean considerados como 

desecho o abono. 

La actividad antioxidante que presenta este compuesto es elevada, usada así como 

potente captador de radicales libres que son generadas por el metabolismo celular y se 

concentran en gran cantidad en el interior de la célula (Pryor, 2001). En estudios 

realizados por (Aràndiga & Díaz, 2008), se ha visto que produce su necrosis, mientras 

que al ser eliminados al torrente sanguíneo provocan las enfermedades no 

transmisibles como diabetes, ateroesclerosis, entre otras. (Xu, 2012). 

Los carotenos brindan protección a nivel celular evitando la oxidación de los lípidos 

presentes en la membrana celular (Iturriaga, 2014). La propiedad que le confiere a 

este componente fitoquímico es la presencia de dobles enlaces en la estructura del 

licopeno. (Britton, 2004). 

Sin embargo, al ser expuesto a condiciones externas a su ambiente natural disminuye 

su actividad antioxidante. Es por tal motivo que se busca un ambiente que no lo vuelva 

lábil ante condiciones externas a su fuente natural, utilizando así la técnica de 

microencapsulación variando las temperaturas de entrada y salida, además de la 

concentración de los componentes a microencapsular, es decir, los polímeros goma 

arábiga y maltodextrina sin dejar de lado el componente a evaluar que es el licopeno. 

La variación consiste en la concentración del licopeno al 30% con 35% de 

maltodextrina y 35% de goma arábiga con una temperatura de entrada de 160 ºC y 

90ºC de salida (E1), el siguiente microencapsulado se sometió a una Te de 120 ºC y 

80 ºC de salida (E2), el tercero 20% de licopeno 40% de goma arábiga y 40% de 
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maltodextrina a una temperatura de entrada de 160 ºC y 90 ºC de salida (E3), el cuarto 

microencapsulado mantuvo la misma concentración de carotenos pero se trabajó a una 

temperatura de entrada de 120 ºC y 80 ºC de salida (E4). 

Los métodos empleados para determinar la actividad antioxidante de los 

microencapsulados resultantes fueron: el método in vitro del radical libre DPPH que 

además de ser una prueba colorimétrica ayuda en la determinación del porcentaje de 

actividad antioxidante expresado en µmol de trolox/ g de muestra (Klein, Kimberly; 

Amitava, 2014). 

Por otro lado, el método in vivo usando Saccharomyces cerevisiae sometida a estrés 

método usado por Peláez (2016) en el cual utilizó peróxido de hidrogeno e hipoclorito 

de sodio con previo tratamiento de microencapsulados. (Folch-Mallol, Garay-

Arroyo, Lledías, & Covarrubias Robles, 2004)  
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CAPÍTULO I 

EL PROBLEMA 

 

1.1 Tema de investigación  

 

Evaluación de diferentes combinaciones de polímeros en la microencapsulación de 

licopeno de tomate de árbol (Solanum betaceum) 

 

1.2 Justificación 

 

Una de las causas más comunes que provoca un aumento en la tasa de mortalidad 

humana son las enfermedades no transmisibles (ENTs). Actualmente, un 71% de la 

población representada por aproximadamente 41 millones de personas son afectadas 

cada año según la Organización Mundial de la Salud (OMS) (OMS, 2018). El 

Instituto Nacional de Estadística y Censos (2016), reportó que el 16,33% de la 

población ecuatoriana muere a causa de patologías como: diabetes mellitus, 

enfermedades cerebrovasculares e hipertensivas. 

La evidencia revelada por trabajos científicos actualizados sugiere que el estrés 

oxidativo es uno de los mediadores claves de los efectos producidos por ENTs como 

la hiperglucemia (Arándiga & Díaz, 2008). Además, este es el principal factor de 

riesgo para el desarrollo de complicaciones crónicas diabéticas ya que contribuye a la 

respuesta inflamatoria que caracteriza a las enfermedades cardiovasculares (ECV) 

(Preedy, 2013). Por otro lado, el estrés oxidativo se ve involucrado en el proceso de 

degeneración celular debido al alto índice de toxicidad al que se expone la célula al no 

ser capaz de mediar los productos resultantes del metabolismo, provocando así su 

necrosis (Matata & Elahi, 2011). 

Los siglos XIX y XX experimentaron un uso elevado de antioxidantes sintéticos 

provenientes de la industria química, que han sido una parte esencial en el campo 

alimentario, siendo su principal desventaja su grado de toxicidad (Castro, 2013). Por 
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tal razón, en los últimos años las investigaciones realizadas sobre nuevos antioxidantes 

se han enfocado principalmente en sus análogos de origen natural y sus efectos sobre 

los radicales libres y especies reactivas del oxígeno (ERO´s). La búsqueda de fuentes 

vegetales con dichas propiedades se ha encaminado al estudio de la familia de los 

carotenoides, destacándose entre esta de manera especial el licopeno (Aràndiga & 

Díaz, 2008). 

Se ha demostrado que el licopeno es un compuesto bioactivo, químicamente inestable 

y de rápida degradación, al estar expuesto a condiciones ambientales externas 

diferentes a las de su fuente natural de obtención, como el oxígeno, la temperatura, la 

luz, el pH y algunas otras sustancias reactivas (Wiley, 2014). Tales causas han 

despertado el interés en el desarrollo de un método que brinde estabilidad a dicho 

compuesto, razón por la que se ha escogido a la microencapsulación con polímeros 

inocuos para el consumidor como objeto de estudio del presente trabajo de 

investigación. Adicionalmente, es de suma importancia determinar las proporciones a 

utilizar y posterior análisis de sus efectos en el procedimiento. 

El Ecuador es un país rico en recursos naturales, por tal motivo presenta una inmensa 

variedad de cultivos propios de cada región. Por lo que, es considerado un gran nicho 

a nivel industrial. Sin embargo, es vital recalcar que los desechos generados por dicho 

sector productivo son de 2.074 toneladas al día de los cuales el 53,81% son de origen 

orgánico (INEC, 2018). El porcentaje reportado anteriormente es indicativo del 

desaprovechamiento de una parte representativa de los insumos utilizados en 

diferentes procesos agroindustriales.  

Los residuos producidos a escala industrial si bien se sabe que, se degradan con mayor 

facilidad son una gran fuente de sustancias orgánicas, entre ellas tomando en cuenta el 

licopeno que se encuentra en una proporción de 600-800 μg de carotenos/100 g de 

cáscara de diferentes tipos de tomate (Yamaguchi, 2010). Debido a lo antes 

mencionado, la obtención de licopeno a partir de residuos orgánicos provenientes del 

cultivo de tomate de árbol se consideró como una potente oportunidad en el presente 

trabajo de investigación, tratando de obtener una mayor estabilidad al utilizar 

diferentes combinaciones de polímeros en la microencapsulación. 
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1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo general 

Evaluar diferentes combinaciones de polímeros en la microencapsulación de 

licopeno de tomate de árbol (Solanum betaceum). 

1.3.2 Objetivos específicos 

• Determinar la mejor combinación de polímeros para la microencapsulación de 

licopeno con diferentes combinaciones de polímeros.  

• Comparar la actividad antioxidante in vitro de los diferentes 

microencapsulados y del concentrado de licopeno mediante el método DPPH. 

• Evaluar la actividad antioxidante in vivo de los diferentes microencapsulados 

de licopenos empleando Saccharomyces cerevisiae.  
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO 

2.1 Antecedentes investigativos 

2.1.1 Carotenoides: fuente y características 

 

“Los carotenoides desde el punto de vista químico pertenecen a los tetraterpenos. Sus 

moléculas consisten en ocho unidades de isopreno condensadas, generalmente con 40 

carbonos en total. Incluyen estructuras lineales como el licopeno, así como estructuras 

con uno o dos ciclos finales o anillos aromáticos. Se dividen en dos grupos según la 

ubicación de heteroátomos (oxígeno) en la molécula, uno de ellos los carotenos que 

son carbohidratos sin ningún heteroátomo, mientras que las xantofilas poseen grupos 

hidroxi, ceto, epoxi o aldehídicos en sus cadenas. Contienen grupos acetilénicos (triple 

enlace) o alénicos (dos dobles enlaces no separados) en las partes alifáticas de sus 

moléculas“   (Britton, 2004). 

“El licopeno y β-caroteno son los componentes presentes en mayor proporción en el 

tomate y sus derivados. “ Según estudios realizados por Yamaguchi (2010), éstos están 

presentes en un 82% en la piel del tomate. Además, existen otras fuentes de 

carotenoides, tales como: banana, brócoli, espárrago, col, zanahoria, cebolla colorada, 

calabaza, espinaca, tomate, en una proporción aproximada de 600-800 μg de 

carotenos/100 g de cáscara. En una menor proporción se encuentra el kiwi, papaya, 

piña, sandía y guayaba en una relación de 400-480 μg de carotenos/100 g de cáscara” 

(Iturriaga, 2014).  

2.1.2 Microencapsulación de carotenoides 

 

Según Castro (2013), el licopeno, al estar en su fuente natural presenta una alta 

estabilidad frente a los factores medioambientales pero el consumo en dicha fuente no 

es el suficiente, pues la biodisponibilidad de carotenos no alcanza a cubrir las 

necesidades biológicas por lo que, se ve necesaria la obtención del mismo en mayor 
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proporción. Por tal motivo, se usan solventes orgánicos a diferentes temperaturas para 

su extracción proceso el cual convierte al licopeno en un compuesto fácilmente 

oxidable (Meléndez, 2004). 

“Al someter los compuestos bioactivos a varios factores dañinos, se ha visto en la 

necesidad de aplicar tecnologías de microencapsulación o sistemas de administración 

eficaces para cuidarlos cuando estos ingredientes bioactivos o nutracéuticos están 

aislados de su entorno natural (Nasirullah et al., 2011). “La utilización de esta técnica 

brinda protección contra la degradación, mejora la biodisponibilidad y enmascara 

sabores y colores indeseables. Se producen principalmente mediante el secado por 

pulverización y tecnologías de lecho fluido o de emulsión “ (Castro, 2013). “Se utilizan 

para la fortificación de alimentos básicos, funcionales, aplicaciones de bebidas y en 

formulaciones de suplementos dietéticos. Un formato de polvo seco es también una 

opción de entrega preferida sobre sistemas húmedos debido a la facilidad de manejo y 

los menores costos de almacenamiento y transporte“ (Garti, 2012). Dicho lo anterior, 

Yamaguchi (2010), menciona que la encapsulación de los carotenos en materiales 

hidrófilos logra obtener sistemas de liberación controlada que conservan un efecto 

durante períodos más largos.  

“El tipo de carotenoide determina la estabilidad que presenta ante cierto tratamiento, 

por ejemplo“ Shen & Quek (2014), realizaron una investigación con astaxantina, un 

compuesto encontrado en animales marinos. Kha & Roach (2010), estudiaron la 

microencapsulación de carotenoides de jugo de gac (Momordica cochinchinensis), y 

de β-caroteno en jugo de melón (Cucumis melo) en secado por aspersión (Solval & 

Sundararajan, 2012). Juscamaita et al., (2017) en sus ensayos sobre la 

microencapsulación de carotenoides de los pétalos de flores amarillas de mastuerzo 

(Tropaeolum majus L) evaluaron el porcentaje de carotenoides contenidos en las 

microcápsulas obtenidas. Por otra parte, López et al., (2015), en sus investigaciones 

evaluaron la importancia de microencapsular el aceite del gac o calabaza amarga 

(Momordica cochinchinensis).   

La carga, es decir, cantidad de compuesto bioactivo a microencapsular es un factor a 

considerar, por lo que Pullutasig (2016), en sus ensayos utilizó cargas del 30 y 50% 

de aceite de sacha inchi mientras que Tapia (2017) utilizó 20, 40 y 60% de carga en 

sus microencapsulados de ácido ascórbico. 
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Tomando en cuenta la información antes mencionada, se vio la necesidad de llevar a 

cabo dicha técnica.  

2.1.3 Polímeros utilizados en la microencapsulación  

 

“En la microencapsulación es importante señalar que se busca utilizar polímeros que 

sean amigables con el consumidor y fáciles de degradar, por lo que la capacidad de 

solubilización es importante para cualquier formulador, pero aún más importante es la 

propiedad de estos sistemas para servir como vehículos de entrega y como 

transportadores de componentes fitoquímicos como es el licopeno a través de 

membranas humanas“”(Garti, 2012). 

“Los polímeros naturales son materiales de gran peso molecular, de gran importancia 

porque generalmente son biodegradables y generalmente reconocidos como seguros  

con sus siglas GRAS“ (Ruiz, 2017). “La aplicación como encapsulantes está 

determinada por sus propiedades específicas tales como formación de película, 

capacidad emulsionante, alta resistencia al medio ambiente del tracto gastrointestinal, 

biodegradabilidad, baja viscosidad, baja higroscopicidad, disponibilidad y bajo 

costo“”(Kilcast, 2013). 

“Para el proceso de microencapsulación es necesario realizar una suspensión diluida 

con agua“ (Parzanese, 2015), además es indispensable tomar en cuenta las propiedades 

de los polímeros tales como: pH, solubilidad, precio, estabilidad, biodisponibilidad, 

entre otros”(Côte, 2006). “Los estudios dirigidos por Parzanese (2015), han 

demostrado que los biopolímeros son moléculas complejas y su comportamiento en 

solución también puede ser sensible a muchas variables tales como los rayos UV y 

humedad. “ “Las ventajas adicionales de los polisacáridos sobre los surfactantes de bajo 

peso molecular incluyen una protección del compuesto hidrofóbico encapsulado por 

el polímero y efectos de estabilización de la fase continua “ (Bertolini, Siani, & Grosso, 

2001). 
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2.1.3.1 Goma Arábiga 

 

“La goma arábiga es una mezcla de polisacáridos obtenidos del árbol de la familia 

Acacia Senegal, se utiliza como espesante y emulsionante “ (Brebban, 2013), por otro 

lado facilita la estabilización de emulsiones alimenticias que contienen aceites 

esenciales, oleorresina, vitaminas o derivados de lípidos”(Anilkumar, 2014). 

Watanabe (2013), realizó varios ensayos demostrando que el uso de goma arábiga 

aumenta la resistencia a la oxidación durante el almacenamiento y es cuatro veces más 

estable que la maltodextrina, es por tal razón que se aplica en el secado por aspersión 

de lípidos (Ruiz, 2017), además que al estar presente en la microencapsulación 

aumenta la vida útil del producto contenido en el interior de las microesferas”(Lakkis, 

2016). 

Koç et al., (2014) estudiaron el efecto de este polímero en la solubilidad del polvo de 

jugo de granada y encontraron que el polímero utilizado aumenta dicha variable en 

solventes polares. Por otra parte, Huertas (2010), utilizó goma arábiga en suspensión 

manteniendo una temperatura constante de 30 ºC para microencapsular el licopeno por 

desecación o atomización aspersión.  

2.1.3.2 Maltodextrina 

 

“La maltodextrina es una preparación de almidón obtenida por despolimerización 

enzimática de una suspensión acuosa de papa que luego se somete a secado por 

pulverización. Al utilizar dicho compuesto, se ha visto que el microencapsulado se 

caracteriza por un bajo dulzor, fácilmente digerible y altamente higroscópico” (Hayes, 

2013). “La adición de maltodextrina mejora la solubilidad, mientras que deterioraba 

ligeramente su contenido de humedad y densidad“ (Goula & Adamopoulos, 2008). 

“La matriz en estudio presenta una amplia gama de despolimerización dado a que su 

estructura se caracteriza por una composición heterogénea de la mezcla de azúcares, 

brindando así propiedades emulsionantes y estabilizantes que prolongan la frescura, 

mejoran el sabor y retrasan el proceso de cristalización “ (Vikas, 2013). Se utiliza en 

gran medida en la producción de preparaciones medicinales: tabletas, jarabes, 

expectorantes, preparaciones de vitaminas y suplementos minerales (Brazel, 2012).  
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Goula & Adamopoulos (2008), reportaron que el contenido de humedad de 

microcápsulas de jugo de tomate se incrementó al aumentar la concentración de 

maltodextrina. “Sin embargo, estos resultados son contrastantes con algunos otros 

estudios que reportaron que el contenido de humedad disminuye al aumentar la 

cantidad del material encapsulante, ya que se incrementan los sólidos totales y se 

reduce la evaporación de agua“ (Jittanit et al., 2010). 

Islam et al., (2016), en sus investigaciones mostraron que un aumento en la 

concentración de maltodextrina causó una disminución en la densidad del jugo de 

naranja. Se reportó también que al aumentar la concentración del polímero se 

obtuvieron microcápsulas de mayor diámetro (Tonon et al., 2008). 

Además López et al., (2015), evidenciaron que la variación del tipo de maltodextrina 

influye en los resultados de eficiencia de la microencapsulación, por lo que es 

importante tomar en cuenta el polímero a utilizar. 

2.1.4 Influencia de la temperatura en la microencapsulación  

“La técnica del secado por aspersión es muy utilizada para mejorar la calidad de un 

producto de interés, y es necesario conocer que  en dicho proceso influyen muchas 

variables como la temperatura de entrada y salida, el caudal de alimentación, la 

viscosidad, el tamaño de las partículas, el tipo de atomizador y la presión “ (Vella, 

2011). “Los productos resultantes de dicho tratamiento son microesferas con diámetros 

que pueden variar desde 10 a 50 µm (polvo muy fino) hasta 2 a 3 mm (partículas 

grandes). Este tamaño depende del material de alimentación inicial y de las 

condiciones de operación“”(Noomhorm, 2014).  

“La variación de la temperatura de entrada y salida del aire influye en la velocidad de 

secado de la microcápsula y en el contenido final de agua de los polvos “  

(Anandharamakrishnan, 2017). “Estudios realizados por Martínez (2015), 

demuestran que si la primera variable es demasiado baja, el agua se evapora 

lentamente, lo que lleva a la formación de microcápsulas con membranas de alta 

densidad, poca fluidez, alto contenido de agua y se forman aglomerados fácilmente. 

Sin embargo, al mantener una combustión demasiado alta causa evaporación excesiva, 
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grietas de la membrana y, como resultado, liberación y degradación prematura o 

pérdida de agentes activos encapsulados.  “ 

“La temperatura de entrada del aire se puede ajustar, mientras que la de la salida de aire 

no ya que ésta se controla mediante el caudal de alimentación “ (Dominguez, 2013). “Sin 

embargo, es importante tomar en cuenta la cantidad de calor al cual se va a someter la 

emulsión que contiene el principio bioactivo ya que presenta cierta sensibilidad “ 

(Schuck, 2012). 

Lakkis (2016), encontró que un incremento en la temperatura de entrada reduce el 

contenido de carotenoides totales, por lo que un valor de 120 °C favorece la eficiencia 

en la encapsulación de este tipo de compuestos de origen vegetal. “En derivados de 

animales marinos las condiciones térmicas óptimas para formar una cápsula que 

provea de alto nivel de protección al material de interés son temperaturas de 160 °C y 

70 °C de entrada y salida respectivamente“ (Shen & Quek, 2014). En este mismo 

sentido, Kha et al., (2014) evidenció que un incremento en la temperatura de entrada 

(de 120 a 200 °C) provoca una pérdida mayor del contenido de carotenoides totales de 

jugo de gac (Momordica cochinchinensis). 

2.1.5 Capacidad antioxidante del tomate de árbol (Solanum betaceum) 

 

“El tomate entre sus componentes estructurales presenta un 0,003% de licopeno 

contenido en la piel“ (Meléndez, 2004), “por tal motivo se utilizaron las cáscaras de 

tomate de árbol (Solanum betaceum) que en sus componentes se encuentran carotenos, 

y el licopeno como el más representativo con capacidad de eliminar los radicales libres, 

lo que lo convierte en uno de los antioxidantes más potentes de la familia de los 

carotenoides“ (Iturriaga, 2014).  

“La capacidad antioxidante del licopeno ha dado lugar a resultados prometedores para 

disminuir el riesgo de algunas enfermedades y otras patologías. Varios estudios 

demostraron que puede prevenir la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad 

(LDL), lo que causa el proceso aterogénico y la enfermedad cardíaca “ (Xu, 2012). 

Estudios epidemiológicos realizados por Sesso et al., (2003) revelaron que el consumo 

de tomates y de productos derivados del mismo reducen el riesgo de contraer 
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enfermedades crónicas, tales como las cardiovasculares. Por otra parte, reduce la 

probabilidad de adquirir cáncer de próstata, pulmón y estómago (Raffo et al., 2006); 

(Arándiga & Díaz, 2008); (Aust et al., 2003). Además, entre sus componentes están 

las vitaminas A y C, β caroteno y licopeno (Candelas, 2006); (Cruz & González, 

2013); (Aràndiga & Díaz, 2008). 

2.1.6 El licopeno y las especies reactivas de oxígeno (ERO`s)  

 

“Las especies reactivas de oxígeno (ERO`s) están involucradas en una variedad de 

procesos fisiológicos y patológicos. Las ERO´s están continuamente equilibradas por 

los sistemas de defensa antioxidantes en individuos sanos. Sin embargo, cuando el 

equilibrio fisiológico entre pro-oxidantes y antioxidantes se rompe en favor de los 

primeros, el estrés oxidativo se produce como consecuencia de un daño potencial para 

el organismo. Por lo tanto, en los últimos años, el papel y los efectos beneficiosos de 

los antioxidantes contra diversos trastornos y enfermedades inducidas por el estrés 

oxidativo han recibido mucha atención“”(Aràndiga & Díaz, 2008). 

“La acción de los antioxidantes es una forma efectiva para eliminar radicales libres 

teniendo como ventaja que a bajas concentraciones, retrasa o inhibe significativamente 

la oxidación de compuestos“”(Pryor, 2001). “Las ERO´s conducen a la reducción de la 

fluidez de la membrana, aumento de su permeabilidad y evita el daño de sus proteínas. 

Por otro lado, son capaces de inducir todas las formas de daño del ADN oxidativo, 

incluidas las modificaciones de bases, sitios libres de bases y enlaces cruzados ADN-

proteína“ (Alberts & Bray, 2006). “Las actividades antioxidantes de los compuestos se 

han atribuido a diversos mecanismos, como la prevención de la iniciación de la cadena, 

la unión de catalizadores de iones de metales de transición, la descomposición de 

peróxidos, la capacidad reductora y la eliminación de radicales“ (Salazar, 2015). 

“Los lípidos al ser componentes esenciales en las membranas celulares humanas y 

animales, son sustancias muy vulnerables que se oxidan fácilmente cuando se exponen 

a radicales libres, luz, oxígeno, prooxidantes y altas temperaturas “ (Cirill, 2012). “El 

licopeno al ser un potente antioxidante, inhibe la generación y reduce el número de 

radicales libres que inician la oxidación, lo que eventualmente ayuda a prevenir o 

retrasar la autooxidación de lípidos “ (Brites & Rosso, 2012). 
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2.1.7 Actividad antioxidante in vitro 

 

“La necesidad de determinar la actividad antioxidante en el laboratorio ha hecho que se 

desarrollen varios métodos que se basan en el principio de reacción de transferencia 

de átomos de hidrógeno tales como capacidad de absorción de radicales de oxígeno 

(ORAC), capacidad de eliminación de oxirradical total (TOSC), parámetro 

antioxidante captador de radicales total (TRAP), inhibición de la oxidación de 

lipoproteínas de baja densidad, entre otros“ (Yu, 2007). “Además, existen otros métodos 

en los cuales se basan en la reacción de transferencia de electrones tales como ensayo 

de captación del radical del ácido 2,2-azino-bis3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico 

(ABTS), capacidad antioxidante equivalente de trolox N, N-dimetil-fenilendiamina 

(DMPD), ensayo de captación del ión férrico y su reducción, radical DPPH, método 

de Folin-Ciocalteu“ (Klein, Kimberly; Amitava, 2014). 

“El ensayo de captación de radicales DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) se basa en la 

reducción de este radical libre mediante un antioxidante, por lo que el radical mostró 

un punto máximo de absorción a 515 nm y se convierte en un compuesto incoloro 

después de la reducción“ (Munné-Bosch, 2012).  

“El DPPH es un  radical que presenta una coloración morada y al estar en contacto con 

agentes antioxidantes cambia de color a una tonalidad naranja ya que capta los 

radicales libres mediante la donación de un electrón o de un hidrógeno, lo que da a 

notar que al presentar alta actividad antioxidante un extracto o compuesto podrá 

atrapar los radicales libres y volverlos más estables “, es por ello que al realizar ensayos 

Londoño (2012) notó cambio de color ya que se produce una reacción de reducción y 

oxidación simultáneamente. Guija (2015), menciona que este radical libre es 

susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de una reacción de 

primer orden la que puede seguirse midiendo la disminución de la absorbancia a 

medida que pasa el tiempo. “Investigaciones realizadas con licopeno se observó que 

al poseer una estructura química de cadena abierta alifática formada por cuarenta 

átomos de carbono con trece enlaces dobles de los cuales once son conjugados, por lo 

que es muy reactivo frente al oxígeno y a los radicales libres como el DPPH” (Cruz 

& González, 2013). 
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2.1.8 Actividad antioxidante in vivo utilizando Saccharomyces cerevisiae 

 

La necesidad de utilizar un método en el laboratorio en el cual presente resultados que, 

se puedan reproducir sin comprometer la integridad del ser humano empleando así 

modelos celulares tales como la levadura. La razón es que la mayor parte de proteínas 

que comparte S. cerevisiae con las células eucariotas son aquellas necesarias para su 

supervivencia, las mismas que se encargan de la señalización celular y las reacciones 

metabólicas (Madigan, Martinko, 2006). 

“Además, presenta varias ventajas, ya que es fácil de manejar en el laboratorio, tiene 

un período de crecimiento rápido, los procesos de replicación de ADN, recombinación, 

plegamiento de proteínas, metabolismo y transporte intracelular que se asemejan a 

organismos eucariotas mayores incluidos mamíferos, su genoma está completamente 

secuenciado y alrededor del 30% de las enfermedades humanas conocidas están 

asociadas con genes ortólogos presentes en la levadura. “ (Mager & Winderickx, 

2005).  

“La levadura al estar sometida a condiciones externas diferentes a las que acostumbra 

puede alterar su normal desarrollo y producir daño, proceso conocido como estrés. 

Para poder sobrevivir ante estas circunstancias, la célula ha desarrollado mecanismos 

para adaptarse a los cambios que afectan su crecimiento y reproducción “”(Wu et al., 

2011). “A esta respuesta se la ha denominado “protección cruzada”, y ha dado lugar a 

la idea de que la levadura posee mecanismos comunes o generales de respuesta al 

estrés. Este sistema de respuesta coordina e integra la necesidad de establecer un 

metabolismo basal, en el que se requiere disminuir el gasto energético, esto conlleva a 

una baja tasa de crecimiento, con la inducción de diversos mecanismos de protección. 

La integración de estas respuestas determina la capacidad adaptativa de un organismo“ 

(Otero,  2012). 

“Los sistemas de defensa no enzimáticos consisten típicamente de moléculas pequeñas 

que son solubles en agua o, en algunos casos, en un ambiente lipídico actuando como 

atrapadores de algunas de las ERO´s. El glutatión (GSH) es un tripéptido y es el mejor 

ejemplo de defensa no enzimática. El GSH actúa como un captador, posee un grupo 

sulfihidrilo que reacciona con los oxidantes y se produce glutatión reducido (GSSG). 

El glutatión es posiblemente la molécula atracadora de intermediarios reactivos de 
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oxígeno más abundante. Los sistemas de defensa enzimáticos incluyen a varias 

enzimas las cuales son capaces de remover ERO´s tales como la catalasa, glutatión 

reductasa, entre otras. En el caso de la levadura posee dos superóxidos dismutasas 

(SOD) que dismutan el radical superóxido (O2
-) a H2O2 y O2

”(Folch-Mallol, Garay-

Arroyo, Lledías, & Covarrubias Robles, 2004). 

Estudios realizados por Peláez (2016), muestran que la actividad antioxidante in vivo 

de los extractos etanólicos de cacao a concentraciones entre 50 – 800 mg/L tienen 

efecto sobre el crecimiento de la levadura sometida a estrés utilizando peróxido de 

hidrógeno a concentraciones de 0,5 y 50 mmol/L. Wu et al., (2011), converge en la 

misma conclusión al realizar ensayos con el mismo modelo celular y probar agentes 

antioxidantes tales como ácido ascórbico, lipóico, compuestos fenólicos, ácido gálico 

a una concentración de 1 mmol/L frente al mismo agente oxidante a una concentración 

de 4 mmol/L. 
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2.2 Hipótesis  

 

2.2.1  Hipótesis nula 

 

Las diferentes combinaciones de polímeros, temperaturas de entrada y salida 

usadas en la microencapsulación no influyen en la actividad antioxidante de 

licopenos de tomate de árbol (Solanum betaceum). 

 

2.2.2 Hipótesis alternativa 

 

Las diferentes combinaciones de polímeros, temperaturas de entrada y salida 

usadas en la microencapsulación influyen en la actividad antioxidante de 

licopenos de tomate de árbol (Solanum betaceum). 

 

2.3 Señalamiento de las variables de la hipótesis 

 

2.3.1 Variables dependientes 

 

Porcentaje de eficiencia de la microencapsulación y actividad antioxidante in 

vitro. 

 

2.3.2. Variables independientes  

 

Proporción carga – polímeros de la matriz encapsulante y temperaturas de 

entrada/salida usadas en la microencapsulación.  
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CAPÍTULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Materiales, equipos y reactivos 

3.1.1 Materiales  

 

La realización del proceso requirió materiales como: pipetas graduadas estériles de 5 

y 10 mL (Blaubrand®), vasos de precipitación de 500 mL (Griffin), probetas 

graduadas de 100 y 500 mL (Blaubrand®), tubos de centrífuga de 15 y 50 mL 

(Boeco®), embudos, pera de succión (Appcrom), botellas de vidrio de borosilicato con 

tapa azul de 250 y 500 mL (Citotest), microplaca de 96 pocillos para espectrofotómetro 

(Corning® Costar®), matraz Erlenmeyer de 500 y 1000 mL (Griffin), micropipetas de 

2 - 10; 20 - 200; 100 - 1000 µL (HTL Labmate), espátulas, cucharillas, fundas de cierre 

hermético, papel de filtro, cuchillos, eppendorfs de 1,5 mL (Citoplus), puntas plásticas 

estériles de 20, 200 y 1000 µL (Boeco®). Además, el material vegetal utilizado fue la 

piel de tomate de árbol “Solanum betaceum”. 

3.1.2 Equipos 

Se utilizaron los siguientes equipos: horno de circulación forzada de aire (Gander, 

China), molino de cuchillas (INOX-EQUIP), plancha de calentamiento (Corning 

PC620D), agitadores magnéticos (Stuart), rotaevaporador (IKA, USA), balanza de 

humedad (MRC mb500), espectrofotómetro (Fisher Scientific accuSkan GO), secador 

por aspersión (BÜCHI mini spray-dryer B-290), autoclave (Hirayama HICLAVE TM 

HV-85), centrífuga (Rotina 380), balanza analítica (Ohaus Adventurer-Pro), vórtex 

(Fisher Scientific), cámara de flujo laminar (ESCO Opti.MAIR), computadora (HP) 

con el software estadístico StatGraphics Centurion XVI.I y Software de 

espectrofotometría Skanlt RE5.0. El análisis de infrarrojo lejano se realizó en el 

Laboratorio de Química Instrumental de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior 

Politécnica de Chimborazo, mediante el uso de un espectrofotómetro infrarrojo (Jasco 

FT/IR 4100). 
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3.1.3  Reactivos  

 

Se utilizó el reactivo 2,2-diphenil-1-1picrylhydrazyl, DPPH (Sigma-Aldrich), trolox 

(SigmaAldrich), metanol 96% (Scharlab S.L), etanol 80% (Scharlab S.L.), 

maltodextrina (Roig Pharma), goma arábiga (Roig Pharma), agua destilada estéril.   

Para el cultivo de la levadura se empleó Levadura comercial Saccharomyces cerevisiae 

de Levapan y agua destilada estéril junto con el medio de cultivo YPD (Alpha 

BiosciencesTM). Además de los agentes oxidantes y antioxidantes como peróxido de 

hidrógeno (LabFarmaWeir), hipoclorito de sodio (Clorox) y vitamina C (Life). Por 

otra parte, se usó PBS (ThermoFisher Scientific) para la incubación previo al estrés de 

la levadura. 
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3.2 Metodología  

3.2.1 Tipo de estudio 

 

El presente trabajo fue del tipo experimental ya que se efectuaron ensayos biológicos 

para evaluar diferentes combinaciones de polímeros en la microencapsulación de 

licopeno de tomate de árbol (Solanum betaceum) y determinar así la actividad 

antioxidante que presenta cada microencapsulado.  

3.2.2 Recolección del material vegetal 

 

Las cáscaras de tomate de árbol se recolectaron de la Empresa Hortofrutícola Ambato 

Compañía Anónima (Planhofa C.A), ubicada en la Avenida El Condor y Julio César 

Cañar de esta ciudad, de los cuales se tomó un peso aproximado de 3 kilos debido a 

que son consideradas un desecho industrial.  

3.2.3 Preparación del material vegetal 

 

De acuerdo a la metodología empleada por Pérez (2019), las cáscaras de tomate se 

lavaron con agua destilada, posteriormente se colocaron en bandejas metálicas para su 

posterior secado a 60 ºC en un horno de circulación forzada de aire (Gander), se 

procesaron en un molino de cuchillas marca (INOX-EQUIP). El material en polvo se 

almacenó en una funda de plástico.  

3.2.4 Obtención de extractos vegetales  

 

La relación que se ocupó es de 1:70 que se determinó previamente como la mejor ya 

que obtuvo la mayor eficiencia de extracción según  Pérez (2019), es decir una parte 

de material vegetal y setenta partes de etanol al 80%, se calentó el solvente a  

50 ºC y posteriormente se añadió el material vegetal. La mezcla se agitó a una 

velocidad de 600 min-1 por 30 minutos. Se filtró y el sobrenadante se almacenó en 

botellas color ámbar a 4 ºC. 
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3.2.5 Concentración del extracto vegetal 

 

Siguiendo la metodología propuesta por Pérez (2019), el extracto obtenido 

anteriormente se colocó en el balón del rotaevaporador (IKA) y se calentó a baño 

María a 60 ºC con constante rotación a 200 min-1. El proceso se realizó hasta evidenciar 

ausencia del etanol. 

3.2.6  Cuantificación de licopeno presente en el concentrado obtenido 

 

Basándose en la metodología empleada por Aràndiga Martí & Díaz Sánchez (2008), 

para la determinación del caroteno se empleó el espectrofotómetro UV-Vis (Fisher 

Scientific) midiendo así la absorbancia a 472 nm (Pérez, 2019). Se utilizó la ecuación 

Nº1 (Ec. 1) para determinar la concentración de licopeno presente en el concentrado 

obtenido, utilizando como blanco etanol. Se empleó un valor de 3950 para la 

absortividad del etanol para los cálculos (Strati & Oreopoulou, 2011). 

𝐶 =
𝐴∗104

𝐸
  (Ec. 1) 

Donde: 

C: Concentración de licopeno 

E: Valor de absortividad del etanol  

A: Absorbancia del concentrado 

3.2.7  Determinación de sólidos solubles totales (SST) 

 

Se colocaron 3 g de extracto en una balanza de humedad (Mettler Toledo), descrito 

por Coulson., et al (1981), que al obtener el porcentaje de humedad se obtuvo el 

porcentaje de sólidos solubles totales (%SST) (Ec. 2) y posteriormente los gramos de 

sólidos solubles totales contenidos en el concentrado (STT) (Ec. 3). 

%STT = 100% − % humedad   (Ec. 2) 

STT = Volumen del concentrado (𝑚𝑙) ∗
% 𝑆𝑆𝑇

100
  (Ec. 3) 
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3.2.8  Determinación del rendimiento de sólidos extraídos 

 

Posterior a la obtención de los sólidos solubles totales, se determinó el porcentaje de 

rendimiento de los sólidos extraídos con la siguiente fórmula: 

%Rendimiento sólidos extraídos =
𝑆𝑆𝑇 (𝑔)

𝑀𝑉 (𝑔)
∗ 100  (Ec. 4) 

Donde MV indica la cantidad de material vegetal en gramos utilizados para la 

obtención del extracto. 

3.2.9  Porcentaje de eficiencia de la extracción (% EE) 

 

Se calculó el porcentaje de eficiencia de la extracción (% EE) usando la relación masa 

de licopeno extraído y masa de material vegetal. 

% 𝐸𝐸 =
𝑚𝐿

𝑀𝑉
∗ 100  (Ec. 5) 

 

Donde 

% EE: Porcentaje de eficiencia de la extracción 

mL: Masa de licopeno extraído 

MV: Masa de material vegetal 

3.2.10 Obtención de microencapsulados con diferentes combinaciones 

de polímeros  

 

Basándose en las técnicas de microencapsulación de Pastuña-Pullutasig et al., (2016) 

se obtuvo los microencapsulados usando el equipo mini spray dryer (BÜCHI) 

controlándose el caudal de alimentación, temperatura de entrada y salida.  

En la tabla I se detalla los cuatro microencapsulados obtenidos con los cuales se utilizó 

en las pruebas in vivo e in vitro, como se puede observar la variación realizada fue en 

la proporción goma arábiga + maltodextrina: licopeno, temperatura de entrada y salida. 
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Tabla I.  

Proporciones polímero – licopeno y temperatura de entrada/salida. 

Polímeros polímero - 

licopeno 

Temperatura 

de entrada (ºC) 

Temperatura 

de salida (ºC) 

goma arábiga + maltodextrina 

(GAMD) C15T16090 (E1) 

35:35:30 160  90  

goma arábiga + maltodextrina 

(GAMD) C15T12080 (E2) 

35:35:30 120  80  

goma arábiga + maltodextrina 

(GAMD) C10T16090 (E3) 

40:40:20 160  90  

goma arábiga + maltodextrina 

(GAMD) C10T12080 (E4) 

40:40:20 120  80 

 

3.2.11 Análisis estadístico de los microencapsulados 

 

Se realizó un diseño experimental 22 donde se determinó la influencia de los factores: 

polímero - licopeno y temperatura de entrada-salida, con dos niveles cada uno. Se 

evaluaron las variables respuesta: porcentaje de eficiencia de la microencapsulación y 

actividad antioxidante in vitro por el método DPPH.  

3.2.12 Porcentaje de eficiencia de la microencapsulación (EME) 

 

Según Lakkis (2016), los polímeros se solubilizan de diferentes formas de acuerdo a 

la estructura y propiedades que posean, se empleó la ecuación 6 (Ec. 6) para determinar 

la eficiencia de la microencapsulación. 

%Eficiencia de encapsulación =
𝐷𝑇−𝐷𝑃

𝐷𝑇
*100 (Ec. 6) 

Disolución parcial (DP): Se tomó 0,01 g de cada uno de los microencapsulados y se 

disolvieron en 1ml de hexano. 

Disolución total (DT): Se tomó 0,01 g de cada uno de los microencapsulados y se 

disolvieron en 1ml de agua. 
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3.2.13 Determinación in vitro de la actividad antioxidante por el 

método del radical 2,2-diphenil-1-1-picrylhydrazil (DPPH) 

 

Se usó el método DPPH así como lo realizó Iturriaga, (2014). En una placa de 96 

pocillos se colocó con la ayuda de micropipetas 20 µL de extracto diluido o solución 

estándar, con 180 µL del reactivo DPPH (Sigma-Aldrich, USA) disuelto en metanol-

agua en una proporción (80:20) a una concentración de 150 µmol/L y se agitó por 60 

segundos. Se incubó la placa por 40 minutos en ausencia de luz a temperatura 

ambiente, posteriormente se leyó la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm a 

25 ºC en el espectrofotómetro (Fisher Scientific, Finlandia). 

En el caso de la curva de calibración se prepararon soluciones estándar de trolox 

(Sigma-Aldrich, Alemania) a concentraciones de 50, 100, 200, 300 y 400 µmol/L. Por 

otra parte, el blanco se preparó con 20 µL de agua y 180 uL de metanol (Scharlab S.L., 

España) al 80%, dicha absorbancia se restó de las demás. 

Se determinó el porcentaje de inhibición de DPPH (Ec. 7), a partir de la curva de 

calibración realizada con trolox en la que se graficó el porcentaje de inhibición de 

DPPH contra µmol trolox y aplicando la regresión lineal se determinó la concentración 

equivalente al porcentaje de inhibición. Los resultados se expresaron en µmol de 

trolox/ g de muestra. 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝐷𝑃𝑃𝐻 = [1 − (
𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎− 𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙

𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
)] ∗ 100 (Ec. 7) 

Donde  

Abs muestra: Absorbancia de la muestra a analizar. 

Abs control: Absorbancia de la muestra control, es decir la conformada por metanol y 

agua 80:20. 
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3.2.14 Determinación in vivo de la actividad antioxidante usando 

Saccharomyces cerevisiae 

 

Se empleó el método descrito por Peláez, (2016) en el cual se analizó la actividad de 

los microencapsulados de licopeno usando como modelo de estudio Saccharomyces 

cerevisiae. En este experimento se comparó la razón de crecimiento entre la curva de 

crecimiento de la levadura sin agentes oxidantes con respecto a la curva de crecimiento 

de la levadura sometida a diferentes concentraciones de antioxidantes y oxidantes tales 

como peróxido de hidrógeno e hipoclorito de sodio, siendo así las curvas resultantes 

las “Curvas Efecto”.  

En este ensayo lo que se evaluó fue la capacidad antioxidante de los 

microencapsulados obtenidos mediante la variación de la razón de crecimiento que 

presenta la levadura al estar sometida a un estrés bajo y alto. Si la razón de crecimiento 

era menor a 1 se trató de una actividad pro-oxidante, por el contrario si era mayor a 1 

se producía un efecto antioxidante y si el valor era igual 1 se efectuaba una razón de 

crecimiento similar al crecimiento de la curva patrón, es decir, en medio liquido YPD 

(Peláez, 2016).  

El estrés oxidativo al que se sometió la levadura consistió en colocar agentes oxidantes 

a concentraciones de 0,5 mmol/L estrés bajo y 50 mmol/L estrés alto. Los reactivos 

utilizados fueron peróxido de hidrógeno (H2O2) e hipoclorito de sodio (NaOCl) (Luis 

Folch-Mallol et al., 2004)(Aust et al., 2003). 

3.2.14.1 Aislamiento de la levadura 

 

Se aislaron levaduras a partir de un sobre de levadura comercial (Levapan) en medio 

PDA (Merck, Alemania), con incubación a 28 ºC por 72 horas. 

3.2.14.2 Determinación de las concentraciones antioxidantes  

Se tomó una colonia de S. cerevisiae y se inoculó en 5 mL de medio YPD [2% (w/v) 

glucosa, 1% (w/v) extracto de levadura (Conda, España) y 2% (w/v) peptona (BD, 

España)] manteniéndose a una temperatura de incubación de 28 ºC por 6 horas y una 

velocidad de agitación de 100 min-1. Se tomaron 5 µL de una dilución 1/10 del cultivo 
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incubado y se inocularon en un tubo con medio YPD manteniéndose en incubación 

por 18 horas a 28 ºC y 100 min-1. Posteriormente se centrifugaron los tubos a 2700 

min-1 por 20 minutos a temperatura ambiente, se lavó el pellet con buffer fosfato salino 

(PBS) pH 7,4. Se disolvió el pellet con PBS hasta llegar a una absorbancia a λ de 600 

nm (D.O 600) de 0,1 dejando en reposo por 30 minutos a 28 ºC.  

Se colocó el peróxido de hidrógeno e hipoclorito de sodio (Ecuaquímica, Ecuador) a 

concentraciones de 0,5 mol/L y 50 mol/L, se incubó a 28 ºC durante 1 hora sin luz. A 

continuación, se centrifugó a 2700 min-1 por 20 minutos a temperatura ambiente, se 

lavó el pellet con PBS y se disolvió en 3 mL de medio YPD. Se sembró 180 µL de 

cada cultivo por triplicado en una placa de 96 pocillos y se llevó a incubación a 28 ºC 

en el lector multiplaca (Fisher Scientific, Finlandia) con control de crecimiento 

mediante la D.O.600 por 24 horas a intervalos de 20 minutos con agitación antes de 

cada lectura. 

La razón de crecimiento se determinó con la Ecuación 8 (Ec. 8) donde relaciona la 

densidad óptica de la curva estándar o del crecimiento de la levadura sometida a varias 

concentraciones de extractos y agentes oxidantes con respecto a la del crecimiento de 

la levadura sin tratamiento (Wu et al., 2011). 

𝑅𝑎𝑧ó𝑛 𝑑𝑒 𝑐𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝐷.𝑂600 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟

𝐷.𝑂600 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
  (Ec. 8) 

3.2.15 Análisis Infrarrojo 

 

El análisis en el espectro infrarrojo lejano se basa en que toda la materia está formada 

por átomos, los mismos que se encuentran unidos por enlaces que tienen frecuencias 

de vibración específicas, que pueden ser captado por ondas del espectro infrarrojo 

(Figueroa Martínez., et al, 2016). Se analizaron los microencapsulados, mezcla de 

las matrices poliméricas (goma arábiga y maltodextrina) y el extracto rico en licopenos 

en el Laboratorio de Química Instrumental de la Facultad de Ciencias de la Escuela 

Superior Politécnica de Chimborazo, mediante el uso de un espectrofotómetro 

infrarrojo (Jasco FT/IR 4100). 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

4.1 Cuantificación de licopeno en el concentrado obtenido 

 

Una vez secadas y molidas las cáscaras de tomate de árbol Solanum betaceum, el 

material particulado obtenido se empleó para la extracción de sus compuestos 

bioactivos. Posteriormente, se concentró y se le realizó la cuantificación de licopeno, 

tomando así un valor de 0,55 ± 0,02 mg de carotenos/L. Estudios realizados por Pérez 

(2019), en los que obtuvo 0,51 mg/L muestran relación con los resultados obtenidos. 

Por otra parte, Arándiga & Díaz (2008) tras realizar experimentos en el laboratorio 

consiguieron una cantidad de 0,44 mg/L ya que partieron del fruto maduro, lo que 

indica que el tiempo de cosecha influye en el proceso de obtención. (Candelas, 2006). 

4.2 Determinación de sólidos solubles totales (SST) y porcentaje de sólidos 

 

Al obtener el concentrado de licopenos, se vio en la necesidad de determinar el 

porcentaje de sólidos solubles totales (Ec. 2) que mostró un valor de 0,33 ± 0,01% es 

decir, hubo un 99,67% de humedad, esto se debe a que se utilizó etanol como solvente 

en la extracción y al no evaporarse completamente quedaron trazas. Juscamaita et al., 

(2017), adquirieron valores de 99,96% de humedad, es decir 0,03% de sólidos 

solubles, además, para la misma variable se obtuvo un resultado de 0,04% mediante la 

técnica de extracción por el método Soxhlet (Cardona, Ríos, & Restrepo V, 2006). 

En este trabajo se logró una cantidad de gramos de sólidos solubles totales (Ec. 3) de 

6,64 ± 0,02 g lo que indica que el compuesto bioactivo está en bajas concentraciones 

en la piel de tomate de árbol (Solanum betaceum). Parzanese (2015), al realizar sus 

ensayos en extracto de licopeno obtuvo valores de 1,09 g de sólidos solubles totales, 

lo que revela que al estar en presencia de mayor proporción de solvente estos 

compuestos disminuyen ya que se encuentran en menor concentración. Cabe 

mencionar que, aparte de licopeno se encuentran β-carotenos y xantofilas (Candelas, 
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2006). Según Cardona et al., (2006), en la extracción por Soxhlet el rendimiento fue 

de 6,35 ± 0,01 g, lo que indica que la técnica a utilizar influye en una baja proporción. 

Además, fue necesario realizar la cuantificación de licopeno presente en el material 

vegetal total utilizado, es decir, los miligramos de carotenos contenidos en las cáscaras 

de tomate de árbol (Solanum betaceum), cuyo valor fue de 30,98 ± 0,89 mg de 

licopeno/100 g de material vegetal seco. Comparando los resultados obtenidos con los 

reportados por Waliszewski & Blasco (2010), quienes determinaron que la presencia 

de carotenos varía entre 15 – 31,60 mg de licopeno/100 g de base húmeda de tomate 

de árbol.  

Cabe recalcar que la matriz utilizada en este trabajo fue la piel del tomate de árbol 

(Solanum betaceum) mientras que con la que se comparó bibliográficamente fue zumo 

de tomate fresco. Una de las premisas que provoca la variación en la concentración de 

carotenoides y a considerar fue la humedad presente en el fruto, lo que produce una 

concentración de carotenoides baja. Por otra parte, al tener una matriz seca se evidencia 

notablemente que presenta mayor cantidad de licopenos. 

Además, se calculó del porcentaje de rendimiento de los sólidos extraídos 

obteniéndose un valor del 23,20 ± 0,72%. Comparando con los datos reportados por 

Cardona, Ríos, & Restrepo, (2006), al emplear el método Soxhlet consiguieron un 

35,33% de rendimiento lo que indica que la técnica de extracción y material de 

extracción influyen de manera directa. 
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4.3 Porcentaje de eficiencia de la extracción (% EE) 

 

La extracción de metabolitos tales como el licopeno utilizando como solvente etanol 

requiere de la determinación de la cantidad y eficiencia que obtuvo la técnica empleada 

(Quiñones Adalí, 2008), es por tal razón que, al realizar los cálculos se alcanzó un 

0,007 ± 0,04% de eficiencia de la extracción, se puede notar que fue menor al reportado 

por Pérez (2019) que fue de 0,008% lo que da a entender que las condiciones de trabajo 

y operación no fueron las mismas además del material vegetal utilizado para la 

extracción de carotenos. Por otra parte, Soto & Rosales (2016) extrajeron compuestos 

fenólicos de las cortezas de Pinus durangensis y Quercus sideroxyla consiguiendo un 

porcentaje de eficiencia de extracción del 14,34 ± 0,30% y 19,15 ± 0,30% 

respectivamente. La diferencia entre los valores reportados en comparación con lo 

obtenido en este ensayo se debe a que el porcentaje de pureza del etanol utilizado fue 

del 80% en el caso de los carotenos a comparación del 50% usado en los datos 

bibliográficos. Cabe recalcar que al realizar la extracción de la cáscara de tomate seca 

se pierde una parte de los principios activos presentes en la matriz debido a que la 

temperatura los degrada en un pequeño porcentaje (Paar, 2016). 

El método de extracción influye debido a que comparando los resultados reportados 

por Sánchez et al., (2009) con respecto a los de que a partir del método Soxhlet obtuvo 

un 87,20% de eficiencia, además que utilizaron la pulpa de tomate misma que presenta 

mayor cantidad de licopenos. La cáscara presenta un 82% de carotenos en la piel del 

tomate lo que quiere decir que existe un 18% de sólidos adicionales según 

investigaciones realizadas por Yamaguchi (2010), obteniéndose así solamente de  

600-800 μg de carotenos/100 g de cáscara (Iturriaga, 2014). 
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4.4 Porcentaje de eficiencia de la microencapsulación (EME) 

 

Con el objetivo de analizar la influencia de las variables temperatura de entrada y 

salida, proporción polímero - licopeno se realizó el análisis mediante un diseño 

experimental 22, con un nivel de confianza del 95%. 

En la Tabla II se muestran los resultados del análisis de varianza para el porcentaje de 

eficiencia de microencapsulación (EME), donde se puede observar que existen 

diferencias significativas para la carga (A), temperatura de entrada y salida (B) así 

como su interacción AB ya que se obtuvo un valor-p˂ 0,05. 

Tabla II.  

Análisis de varianza para el porcentaje de eficiencia de la microencapsulación 

(EME). 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

A: Carga 1236,17 1 1236,17 248,46 0,00 

B: Te y Ts 2736,07 1 2736,07 549,93 0,00 

AB 1958,56 1 1958,56 393,66 0,00 

bloques 15,94 6 2,66 0,53 0,77 

Error total 89,56 18 4,98   

Total 

(corr.) 

6036,30 27    

 

 

Fig. I Diagrama de Pareto del porcentaje de eficiencia de la microencapsulación. 

Por otro lado, en la Fig. I se nota que en el diagrama de Pareto las variables B: TeyTs 

representan a las temperaturas de entrada y salida en la microencapsulación, y A: 

Carga es decir la cantidad de licopeno a microencapsular influyen de manera 

Diagrama de Pareto Estandarizada para EME
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significativa ya que son mayores al efecto crítico representado por la línea azul. La 

primera variable que es la temperatura actúa de manera antagónica ya que presenta un 

signo negativo, eso quiere decir que a medida que se aumenta la temperatura el 

porcentaje de eficiencia de microencapsulación disminuye.  

La ecuación del diseño es la siguiente: -217,22 + 13,04*A + 1,59*B - 0,08*A*B con 

un R2= 98,52. 

 

Fig. II Diagrama de superficie de respuesta para el análisis del porcentaje de eficiencia de la 

microencapsulación (EME). 

Cabe recalcar que, se vio en la necesidad de determinar la combinación óptima para 

reportarla y se realizó el grafico de superficie de respuesta (Fig. II) en la que se observa 

el valor óptimo del porcentaje de eficiencia de la microencapsulación (EME) con un 

64,42% cuya combinación representa a una carga del 30% con una temperatura de 

entrada de 120 ºC que corresponde a 80 ºC de salida. 

El porcentaje eficiencia de la microencapsulación (EME) fue un factor de respuesta a 

tomar en cuenta en este trabajo debido a que se quiso identificar la mejor combinación, 

es decir la mezcla adecuada entre licopeno y polímeros. Por otra parte, fue necesario 

evaluar la temperatura en la que se trabajó dando como resultado que la mezcla con 

mayor porcentaje de eficiencia en dicho proceso fue la que contiene 30% de carga de 

licopeno, 35% de goma arábiga y 35% de maltodextrina a una temperatura de entrada 

de operación en el Spray Dryer de 120 ºC y salida 80 ºC. Según 

Anandharamakrishnan (2017), la última variable mencionada es de gran 

importancia ya que de ésta depende la formación de la microcápsula. Este valor indica 

que la técnica empleada ha funcionado para proteger los carotenos ya que se encuentra 
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contenido en el interior de las microcápsulas de la mezcla de maltodextrina y goma 

arábiga. 

Comparando los resultados obtenidos por Soto (2018), quien realizó 

microencapsulación con xantana se observó un 77% EME. Así mismo Rocha-Selmi 

et al., (2013) determinó rangos del 25 - 80% de eficiencia empleando goma arábiga  y 

maltodextrina, comparando con los valores obtenidos en el presente trabajo se puede 

decir que se encuentra dentro del rango reportado. Por otro lado, se ha reportado 

valores entre el 12 – 88% de la misma variable utilizando maltodextrina a 120 ºC (Shu 

et al., 2006). 

La variación entre los diferentes microencapsulados se debe a la proporción empleada 

licopeno - polímeros y temperatura, como menciona Martínez (2015), al elevar la 

temperatura de entrada se lleva a cabo una liberación y degradación prematura o 

pérdida de agentes activos encapsulados en este caso el licopeno. 

4.5 Determinación in vitro de la actividad antioxidante por el método del 

radical 2,2-diphenil-1-1-picrylhydrazil (DPPH) 

 

La Tabla III muestra los resultados del análisis de varianza para la actividad 

antioxidante (AA), donde se puede observar que existen diferencias significativas para 

la carga (A), temperatura de entrada y salida (B) así como su interacción AB ya que se 

obtuvo un valor-p˂ 0,05. 

Tabla III.  

Análisis de varianza para la actividad antioxidante (AA). 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-

P 

A: Carga 51990,80 1 51990,80 675,44 0,00 

B: Te y Ts 1708,09 1 1708,09 22,19 0,00 

AB 598,73 1 598,73 7,78 0,01 

Bloques 626,22 6 104,37 1,36 0,28 

Error total 1385,51 18 76,97   

Total 

(corr.) 

56309,30 27    
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Fig. III Diagrama de Pareto de la actividad antioxidante determinada por el radical libre DPPH. 

La Fig. III muestra que las variables B y A es decir temperaturas de operación y 

cantidad de licopeno influyen de manera significativa ya que son mayores al efecto 

crítico representado por la línea azul. La variable B actúa de forma inversa ya que lleva 

un signo negativo, eso quiere decir que a medida que aumenta la temperatura 

disminuye por consiguiente la actividad antioxidante.  

La ecuación del diseño de la actividad antioxidante es la siguiente: -44,52 + 15,09*A 

+ 0,76*B - 0,05*A*B. Con un valor de R2= 97,43. 

 

Fig. IV Diagrama de superficie de respuesta estimada de la actividad antioxidante determinada por el 

radical libre DPPH. 

Además, se realizó el diagrama de superficie de respuesta estimada de la actividad 

antioxidante (AA) determinada por el método del radical DPPH en el cual se evidencia 

un punto máximo que corresponde a la combinación con mejor resultado siendo así la 

que contiene un 30% de carotenos con una temperatura de entrada de 120 ºC y 80 ºC 

de salida. (Fig. IV). 
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El microencapsulado que presenta mayor actividad antioxidante por DPPH fue la 

combinación que presenta 30% de carga de licopeno 35% de maltodextrina y 35% de 

goma arábiga con una temperatura de entrada (Te) de 120 ºC y de salida (Ts) de 80 ºC 

partiendo los resultados utilizando la ecuación 7 (Ec. 7) además de relacionarla con la 

curva patrón de concentraciones conocidas de trolox (Anexo I) reportándose así un 

porcentaje de inhibición del 81,844% lo que equivale a 333,78 ± 4,53 µmol de    

trolox/g muestra. 

La capacidad antioxidante equivalente en trolox (TEAC) determinada por DPPH del 

concentrado de licopeno es menor en comparación con los resultados obtenidos por 

Mera (2018), en el cual el extracto de G. mulfordii obtuvo una concentración de 

776,42 µmol trolox/g de extracto, al igual que los valores reportados por Hurtado 

(2015) para el extracto hidroalcohólico de nogal (Juglans Neotropica) con un valor de 

1019,10 µmol trolox/g extracto seco. Por otro lado, tiene una actividad antioxidante 

mayor a los datos de Moreno (2014), quien realizó estudios en aguacate y encontró 

que la variedad Hass, tiene un valor de 189,80 ± 10,80 µmol trolox/g muestra,  uvilla 

70,30 ± 9,60 µmol trolox/g extracto (Guija, 2015), naranjilla 62,45 ± 13,22 µmol 

trolox/g muestra y taxo 55,47 ± 7,42 µmol trolox/g muestra (Encina, 2008). 

La microencapsulación se realizó con maltodextrina y goma arábiga que son polímeros 

ricos en carbohidratos, fácilmente digeribles y altamente solubles debido a que 

presentan en su estructura grupos hidroxilo (OH-) (Brebban, 2013).  

 

Fig. V Diagrama de superficie de respuesta estimada que interacciona las variables de respuesta: 

eficiencia de la microencapsulación y actividad antioxidante determinada por el radical libre DPPH. 
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En la Fig. V se puede ver la optimización del proceso al interaccionar las dos variables 

de respuesta alcanzando una deseabilidad de 0,97 fue el microencapsulado 2 que 

contiene 30% de carga de licopeno 35% de maltodextrina y 35% de goma arábiga con 

una temperatura de entrada (Te) de 120 ºC mientras que la de salida (Ts) fue 80 ºC. 

La determinación de la actividad antioxidante in vitro es una técnica muy útil, rápida 

y barata de obtención de resultados la cual es cualitativa ya que se observa el cambio 

de color morado característico del radical libre DPPH a uno amarillo o naranja debido 

a la capacidad antioxidante dependiendo de la muestra a analizar, además es 

cuantitativa ya que permite obtener el porcentaje de inhibición. Por otro lado, es 

importante evaluar dicha variable en un modelo celular y es por tal razón, que se ha 

visto en la necesidad de realizar pruebas de determinación de la actividad antioxidante 

in vivo. 
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4.6 Determinación in vivo de la actividad antioxidante usando 

Saccharomyces cerevisiae 

A continuación, se muestra en la Fig. VI el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae 

en medio YPD durante 20 horas. 

 

Fig. VI Curva de crecimiento de S. cerevisiae en medio YPD durante 20 horas. 

La Fig. VI muestra los ejes absorbancia contra tiempo de la cual describe una curva 

del crecimiento normal de la levadura utilizando medio YPD, se puede notar una fase 

de latencia durante las dos primeras horas con posterior etapa de muerte a las 18 horas. 

A continuación, se muestra en la Fig. VII la gráfica que relaciona la razón de 

crecimiento contra el tiempo del comportamiento de S. cerevisiae sometida a  

0,5 mmol/L (curva de rombos Y:0,5) y 50 mmol/L (curva de cuadrados Y:50) de 

hipoclorito de sodio. 
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Fig. VII Razón de crecimiento de S. cerevisiae sometida a 0,5 y 50 mmol/L de NaOCl. 

Es importante mencionar que, la razón de crecimiento se obtuvo dividiendo la 

absorbancia que presenta la levadura al ser tratada con microencapsulados y agentes 

oxidantes con respecto al de su crecimiento normal sin tratamientos en medio líquido 

YPD (Wu et al., 2011).  

Partiendo del concepto anterior, la curva Y:0,5 (rombos) obtuvo un valor de 0,86 a las 

3 horas aproximadamente cuando la levadura fue sometida a 0,5 mmol/L de NaOCl y 

0,29 a las 4 horas al utilizar 50 mmol/L de NaOCl, lo que indica que al enfrentar un 

mayor estrés se produce una razón de crecimiento menor, con posterior recuperación 

notando en la línea descrita por Y:50, la cual no supera el valor de 1 sino que se 

mantiene por debajo lo que indica una actividad pro-oxidativa no mostrando así 

crecimiento celular, como lo evidencia la curva descrita por Y:0,5 con una relación de 

crecimiento de 0,94 a partir de las 5 horas aproximadamente. 

A continuación, se muestra el comportamiento de S. cerevisiae con 0,5 mmol/L de 

H2O2 (Y:0,5 rombos) y 50 mmol/L H2O2 (Y:50 cuadrados). 

 

Fig. VIII Razón de crecimiento de S. cerevisiae sometida a 0,5 y 50 mmol/L H2O2. 

En la Fig. VIII se puede observar la curva resultante al relacionar la razón de 

crecimiento contra el tiempo, los cuales fueron 1,07 con 0,5 mmol/L de peróxido de 

hidrógeno a las 2 horas con un crecimiento a las 4 horas alcanzando un punto máximo 

de 1,13. Mientras que la curva Y:50 (cuadrados) indica el comportamiento de la 

levadura con 50 mmol/L de H2O2 la cual tomó un valor máximo de 1,03 a las 6 horas 

manteniendo valores de 1 aproximadamente hasta las 18 horas. 
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Al comparar las cuatro gráficas se pudo concluir que el hipoclorito de sodio ejerce un 

mayor efecto oxidante sobre la levadura con respecto al peróxido de hidrógeno por lo 

que se esperaba resultados similares en las curvas efectos con los microencapsulados 

de licopeno de tomate de árbol (Solanum betaceum). 

Tras haber realizado indagación bibliográfica, estudios realizados por Peláez (2016), 

se determinó la concentración de los agentes antioxidantes que se quieren probar a un 

rango entre 50 y 800 mg/mL por lo que se evaluó dosis de 700 mg/mL como la más 

representativa para realizar el análisis de los resultados. 

En la Fig. IX se observa el crecimiento de S. cerevisiae con microencapsulados de 

licopeno a 700 mg/mL y 0,5 mmol/L de NaOCl. 

 

Fig. IX Razón de crecimiento de S. cerevisiae sometida a microencapsulados y 0,5 mmol/L NaOCl. 

En la Fig. IX se puede observar cuatro curvas, el microencapsulado 1 (1.700:0,5 

rombos) (30% licopeno Te/Ts 160 ºC/90 ºC) presenta un comportamiento similar al 

microencapsulado 3 (3.700:0,5 triángulos) (20% licopeno Te/Ts 160 ºC/90 ºC) ya que 

tomaron valores de 0,48 y 0,49 respectivamente en la zona de declive de la gráfica 

debido a que presentan pendiente negativa. Por otra parte, la curva del 

microencapsulado 2 (2.700:0,5 cuadrados) (30% licopeno Te/Ts 120 ºC/80 ºC) 

sobresale en la fase de crecimiento ya que su punto mínimo fue de 0,56 ayudando a la 

levadura a activar su sistema de respuesta al estrés ejercido por el NaOCl tomando 

valores cercanos a 1 a las 5 y 17 horas de crecimiento, seguido por el microencapsulado 
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4 (4.700:0,5 cruces) (20% licopeno Te/Ts 120 ºC/80 ºC) alcanzando un valor mínimo 

de 0,6 y un máximo de 0,95 y manteniéndose hasta las 18 horas de crecimiento. 

La Fig. X muestra el crecimiento de S. cerevisiae sometida a 700 mg/mL de cada uno 

de los microencapsulados obtenidos a partir del extracto de licopeno de tomate de árbol 

frente a una concentración de 0,5 mmol/L H2O2 

 

Fig. X Razón de crecimiento de S. cerevisiae con microencapsulados y 0,5 mmol/L H2O2. 

La curva efecto generada como se muestra en la Fig. X no presenta razones de 

crecimiento muy marcadas, siendo así el microencapsulado 3 (cuadrados 3.700:50) 

(20% licopeno Te/Ts 160 ºC/90 ºC) quien menor efecto antioxidante ejerce sobre la 

levadura, seguido por el microencapsulado 4 (cruces 4.700:50) (20% licopeno Te/Ts 

120 ºC/80 ºC). El microencapsulado 1 (rombos 1:700:50)  

(30% licopeno Te/Ts 160 ºC/90 ºC) a pesar de ayudar a la levadura durante las 7 

primeras horas no ejerce un efecto antioxidante necesario como lo hace el 

microencapsulado 2 (triángulos 2:700:50) (30% licopeno Te/Ts 120 ºC/80 ºC), lo que 

indica que el efecto oxidante que presenta el peróxido de hidrógeno es ligero, además 

que la levadura presenta mayor tolerancia al mismo. 

La diferencia entre los agentes oxidantes es notoria debido a que con peróxido de 

hidrógeno la levadura no presenta cambios drásticos en cuando a su crecimiento como 

se muestra en la Fig. X no existiendo pérdida celular en comparación con la Fig. IX en 

la que se utilizó NaOCl generando un estrés en mayor grado como se puede evidenciar 

en la etapa de adaptación con razones de crecimiento más bajas. 
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En la Fig. XI se muestra la razón de crecimiento de la levadura sometida a un estrés 

alto, es decir, una concentración de NaOCl 50 mmol/L. 

 

Fig. XI Razón de crecimiento de S. cerevisiae con microencapsulados y 50 mmol/L de NaOCl. 

Se observó que los microencapsulados 1 (rombos; 1.700:50), 3 (triángulos; 3.700:50) 

y 4 (cruces; 4.700:50) no producen un efecto antioxidante notorio ya que muestran una 

tendencia de pendiente negativa en la fase de latencia durante las 5 primeras horas de 

crecimiento. Por otra parte, el microencapsulado 2 (cuadrados; 2.700:50) tiene efecto 

antioxidante ya que evita que las células mueran en la fase de adaptación aumentando 

así la capacidad de respuesta frente al hipoclorito de sodio. Comparando con la  

Fig. IX se evidenció que la razón de crecimiento se mantuvo por debajo de 1 lo que 

indica que el efecto antioxidante de los microencapsulados 1  

(30% licopeno Te/Ts 160 ºC/90 ºC), 3 (20% licopeno Te/Ts 160 ºC/90 ºC) y 4  

(20% licopeno Te/Ts 120 ºC/80 ºC) no es del todo efectivo como lo es el 2  

(30% licopeno Te/Ts 120 ºC/80 ºC). 

La Fig. XII muestra la razón de crecimiento de S. cerevisiae con microecapsulados de 

licopeno y 50 mmol/L de H2O2 se puede notar que no existe diferencia en las curvas, 

por lo que se pudo concluir que el peróxido de hidrógeno no tiene un efecto oxidante 

en mayor porcentaje como lo tiene el hipoclorito de sodio. 
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Fig. XII Razón de crecimiento de S. cerevisiae con microencapsulados y 50 mmol/L de H2O2. 

Los valores de razón de crecimiento son mayores a 1 debido a la respuesta que presenta 

la levadura para poder sobrevivir frente al estrés oxidativo que genera el peróxido de 

hidrógeno. 

El microencapsulado que presenta mayor diferencia es el 2 (2.700:50 rombos)  

(30% licopeno Te/Ts 120 ºC/80 ºC) ya que el punto mínimo en la razón de crecimiento 

supera a 1 por lo que se podría decir que el efecto antioxidante que se produce en 

respuesta al estrés provocado por el peróxido es mucho mejor con respecto al 

hipoclorito de sodio. 

La diferencia entre las Fig. XI y XII es notoria siendo así el hipoclorito de sodio un 

agente con mayor poder oxidante porque la razón de crecimiento peróxido de 

hidrógeno al ser cercana a 1 no indica una notoria variación con respecto al crecimiento 

normal de S.cerevisiae en medio YPD.  

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede comprobar según a lo que indica 

Plasencia (2014), que el H2O2 actúa a nivel del citosol activándose la respuesta 

transcripcional de la levadura. Por otra parte, Martínez & Estruch (2005) mencionan 

que S. cerevisiae tiene dos tipos de catalasa, la catalasa A que se encuentra en el 

peroxisoma y cataliza la rotura de H2O2 a O2 y H2O.”Además, presenta dos tipos de 

superóxido dismutasas (SOD), la superóxido dismutasa de manganeso (MnSOD) que 

está localizada en la mitocondria y dismuta el anión superóxido a H2O2 y O2. Sin 

embargo, la enzima glutatión peroxidasa es la responsable de catalizar la eliminación 
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de H2O2 a H2O y O2 y la superóxido dismutasa de cobre – zinc (Cu/ZnSOD) que se 

encuentra en el citoplasma. Es por tales respuestas que presenta la levadura, que 

conserva el crecimiento sin una notoria apoptosis celular, como lo muestran las figuras 

antes mencionadas.” 

La presencia de las especies reactivas de oxígeno a nivel basal en el interior de las 

células se ha visto evidenciado por estudios realizados por Kostas (2012), ya que se 

producen durante la respiración mitocondrial, es por tal razón que se dice que se 

producen de manera endógena. Por otra parte, pueden ser de origen exógeno al estar 

expuestos a estímulos externos a la célula como agentes oxidantes tales como ácidos 

orgánicos, inorgánicos, especies que presenten en su composición química oxígeno 

(Guarnizo, 2010).  

Según Pennathur et al (2010), la regulación de los eventos inflamatorios e infecciosos 

se deben a la alteración que sufre el licopeno al oxidarse y fragmentarse en presencia 

de concentraciones elevadas de iones hipoclorito (OCl-). Esa fragmentación del 

licopeno da como resultado metabolitos que a la vez interactúan con múltiples 

moléculas de (OCl-) cediendo hidrógenos lo que estabiliza a tales moléculas, es por 

esa razón que en la fase de crecimiento se toman valores de 1 y mayores a 1 lo que da 

a notar una respuesta antioxidante de los microencapsulados utilizados (Brites & 

Rosso, 2012). 

En la Fig. XIII se muestra la influencia de la vitamina C sobre el crecimiento de S. 

cerevisiae a concentraciones de 0,5, 5 y 50 mg/mL. 

 

Fig. XIII Razón de crecimiento de S. cerevisiae sometida a 0,5 mg/mL (Vit C 0,5:0), 5 mg/mL (Vit C 5:0) 

y 50 mg/mL (Vit C 50:0) de Vitamina C. 
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El ácido ascórbico (vitamina C) es un principal antioxidante que regula la división, 

crecimiento celular y está involucrado en la transducción de señales (Gallie, 2013). El 

control positivo se efectuó al sustituir los microencapsulados por el uso de vitamina C 

ya que es un antioxidante probado con anterioridad a concentraciones de 0,5 (rombos) 

5 (cuadrados) y 50 mg/mL (triángulos) (Fig. XIII).

La concentración del agente antioxidante tomado como patrón fue necesaria 

determinarla debido a que la concentración altera las condiciones de desarrollo y 

crecimiento de las células, al agregar mayor cantidad se observaron varios cambios 

por ejemplo en cuanto al pH se varió del  óptimo que es 5,8 a 4,3 lo que provoca 

modificaciones en el metabolismo y multiplicación celular (Azza & S.F. Hendawy, 

2010). Es por tal razón que se eliminó la concentración de 50 mg/mL de vitamina C 

porque provoca su necrosis, como se muestra en la Fig. XIII durante las primeras 8 

horas se da apoptosis, mientras que a concentraciones menores como 0,5 mg/mL con 

valores de 0,63 en la etapa pro-oxidativa y 0,94 para la oxidativa. Por otra parte, con 

5 mg/mL se obtuvieron valores de 0,34 como punto mínimo y 0,94 como el máximo. 

A continuación, se muestra el comportamiento de la levadura a 0,5 y 5 mg/mL de 

vitamina C con 0,5 y 50 mmol/L de agentes oxidantes.  

 

Fig. XIV Razón de crecimiento de  

S. cerevisiae sometida a 0,5 y 5 mg/mL de 

Vitamina C y 0,5 y 50 mmol/L de NaOCl. 

 

Fig. XV Razón de crecimiento de  

S. cerevisiae sometida a 0,5 y 5 mg/mL de 

Vitamina C y 0,5 y 50 mmol/L de H2O2.
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La Fig. XIV muestra las variaciones de razón de crecimiento de la levadura utilizando 

un agente antioxidante control con respecto al tiempo, notándose así que el mejor 

resultado a una concentración de vitamina C de 0,5 mg/mL con 0,5 mmol/L de NaOCl 

(Vit C 0,5:0,5 rombos) y 50 mmol/L de NaOCl (Vit C 0,5:50 cuadrados) fueron los 

valores de 0,55 y 0,21 respectivamente. Comparando con la Fig. XV el mejor resultado 

fue a una concentración de vitamina C de 5 mg/mL con 0,5 mmol/L de H2O2 (Vit C 

5:0,5 triángulos) tomando un valor mínimo de 0,96 mientras que con una 

concentración de 50 mmol/L de H2O2 (Vit C 0,5:0,5 rombos) a las 10 horas muestra 

un punto de 0,69 lo que corrobora lo descrito por Wu et al., (2011) ya que el ácido 

ascórbico en el H2O2 se oxida a ascorbato produciéndose así deshidroascorbato que es 

más estable con menor grado de toxicidad y H2O es por tal razón que el 

comportamiento de S. cerevisiae es mejor en presencia de peróxido previo tratamiento 

con vitamina C. 

Para poder determinar de mejor manera la mejor combinación de los 

microencapsulados se tomó en cuenta el valor máximo y mínimo de cada curva de 

crecimiento obtenida (Fig. IX, X, XI, XII). El valor máximo representa a la actividad 

antioxidante, mientras que el valor mínimo se refiere a la actividad pro-oxidante y la 

capacidad que muestra el licopeno para ayudar a la levadura para activar su respuesta 

frente al estrés (Folch-Mallol et al., 2004). (Fig. XVI, XVII, XVIII, XIX). 

 

Fig. XVI Razón de crecimiento de  

S. cerevisiae en la cual representa actividad 

pro-oxidante y antioxidante a 0,5 mmol/L  

de NaOCl. 

 

Fig. XVII Razón de crecimiento de  

S. cerevisiae en la cual representa actividad 

pro-oxidante y antioxidante a 0,5 mmol/L  

de H2O2. 
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Fig. XVIII Razón de crecimiento de  

S. cerevisiae en la cual representa actividad 

pro-oxidante y antioxidante a 50 mmol/L  

de NaOCl. 

 

Fig. XIX Razón de crecimiento de  

S. cerevisiae en la cual representa actividad 

pro-oxidante y antioxidante a 50 mmol/L  

de H2O2.

El pico más alto que muestra la Fig. XVI es 1,37 para el microencapsulado 2 seguido 

del 4 con 1,35 sometidos a un estrés bajo con 0,5 mmol/L de NaOCl, mientras que con 

peróxido de hidrógeno a 0,5 mmol/L el microencapsulado 2 tomó un valor de 1,45 

(Fig. XVII). En cuanto al estrés alto el punto que sobresale es de 1,46 para el 

tratamiento con hipoclorito de sodio (Fig. XVIII) y 1,29 con peróxido de hidrógeno 

(Fig. XIX).  

Es importante notar la variación en cuanto a los resultados obtenidos, sabiendo que el 

comportamiento de la levadura en presencia de hipoclorito de sodio (Fig. VII) muestra 

puntos de razón de crecimiento de 0,89 y 0,26 para el estrés bajo y alto. Por otro lado, 

con peróxido de hidrogeno (Fig. VIII) tomaron valores de 0,98 y 1 respectivamente. 

Si comparamos con los valores de la razón de crecimiento utilizando los 

microencapsulados de licopeno, los valores máximos fueron 1,37 y 1,26 en un estrés 

bajo y alto de NaOCl, mientras que con peróxido de hidrogeno fueron 1,45 y 1,46, lo 

que indica que se puede tomar en cuenta la respuesta que presenta la levadura frente 

al estrés, además del mecanismo que presenta el licopeno frente a los radicales con los 

que interactúa. Por lo que, en el caso del hipoclorito de sodio el licopeno se fragmenta 

generándose metabolitos que interactúan con los iones (OCl-) donándoles un 

hidrógeno (Pennathur et al., 2010). Con respecto al peróxido de hidrógeno Plasencia 

(2014), menciona que el H2O2 actúa a nivel del citosol activándose la respuesta 
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transcripcional de la levadura. Según Martínez & Estruch (2005), la levadura 

presenta dos tipos de catalasa que transforman los radicales superóxido en agua y 

oxígeno.  

Por otro lado, al comparar con la vitamina C se observa que en NaOCl mejor 

comportamiento tuvo la concentración de 0,5 mg/mL con valores de 0,96 y 0,86 en 

estrés bajo y alto, mientras que con 0,5 mmol/L H2O2 tomó valores de 1,06 y 0,53 en 

presencia de 50 mmol/L de H2O2 a una concentración de 5 mg/mL. Se evidencia un 

mejor comportamiento por parte de los microencapsulados debido a que el ácido 

ascórbico en el H2O2 se oxida a ascorbato (Wu et al., 2011).  

Ensayos realizados por Peláez (2016), muestran que extractos etanólicos de cacao 

presentan una razón de crecimiento superior a 1,5 a 0,5 mmol/L de peróxido de 

hidrógeno lo que indica una actividad antioxidante similar a la del tomate de árbol. Por 

otra parte Mera (2018), reporta resultados de 2,5 para liposomas de Greigia mulfordii 

en condiciones de estrés bajo. En el caso del microencapsulado de licopeno se nota 

una actividad antioxidante con una razón de crecimiento 1,46 lo que indica que el 

microencapsulado de carotenos presenta características similares a los extractos de 

cacao y que los grupos fenólicos que contiene Greigia mulfordii tienen mayor 

actividad antioxidante.  

Los microencapsulados tienen la ventaja de la liberación controlada de compuestos, se 

ha reportado que la capacidad antioxidante depende del polímero utilizado para su 

protección e interacción con la membrana plasmática de la célula para asegurar su 

biodisponibilidad (Roostaee et al., 2017). La liberación lenta puede estar asociada a 

la interacción entre las bicapas lipídicas y el licopeno al ser un compuesto hidrofóbico 

se acopla fácilmente a las lipoproteínas de la membrana celular (Bavelloni et al., 

2015). 

Es importante recalcar que en este trabajo la razón de crecimiento mínima alcanzada 

por el microencapsulado 2 (30% licopeno Te/Ts 120 ºC/80 ºC) en la fase pro-oxidativa 

fue 1,07 y 0,56 mientras que en la actividad antioxidante tomaron valores de 1,45 y 

1,37 frente a un estrés de 0,5 mmol/L de H2O2 y NaOCl respectivamente una 

concentración de 700 mg/mL de microencapsulado de carotenos.
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En consecuencia, tras la realización de este trabajo se muestra que la variación de las 

concentraciones de polímeros como la temperatura de operación en la 

microencapsulación son factores para tomar en cuenta ya que modifica la actividad 

que presenta el principio activo que en este caso fue el licopeno mostrando diferentes 

respuestas en cuanto la actividad antioxidante y porcentaje de eficiencia de 

encapsulación. Los resultados obtenidos en el ensayo con S. cerevisiae son útiles como 

primera etapa. Sin embargo, el uso en seres humanos requiere mayor estudio y análisis 

de los posibles efectos que puede producir la ingesta de los polímeros por lo que se ve 

necesaria una dosificación adecuada. 
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4.7 Análisis Infrarrojo 

 

En la Fig. XX se muestran los espectros resultantes del análisis del Infrarrojo lejano en 

el cual relaciona el porcentaje de transmitancia (%Transmitancia) de 30 a 110% contra 

la longitud de onda de 500-4100 cm-1. Los picos que se observan se deben a las 

vibraciones de los átomos de los compuestos analizados que se generan al ser 

excitados.  

 

 

Fig. XX a) Licopenos sin microencapsular b) Polímeros 

  

c) 30% Carga Te/Ts 160/90 °C d) 30% Carga Te/Ts 120/80 °C 

 

 

e) 20% Carga Te/Ts 160/90 °C f) 20% Carga Te/Ts 120/80 °C 
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La Fig. XX muestra el análisis en el espectro infrarrojo lejano del concentrado de licopeno  

sin microencapsular (a); mezcla de polímeros (maltodextrina + goma arábiga) (b); 

microencapsulado 1 (30% licopeno Te/Ts 160 ºC/90 ºC) (c); microencapsulado 2  

(30% licopeno Te/Ts 120 ºC/80 ºC) (d), microencapsulado 3  

(20% licopeno Te/Ts 160 ºC/90 ºC) (e), microencapsulado 4 

(20% licopeno Te/Ts 120 ºC/80 ºC) (f). Se puede notar que la línea verde representa a 

cada uno de los comportamientos que presentan los átomos al vibrar, es importante 

notar que hay un pico característico de licopeno en la zona de 1020 – 1030 cm-1 que se 

marca en la Fig. XX a. La Fig. XX a muestra un valor de transmitancia de 40,83% en 

la zona de 1025 cm-1, si comparamos con las Fig. XX c, d, e y f se evidencia un aumento 

de este valor, siendo el más característico (Anexos III, IV, V, VI y VII) el valor de 

83,76% que corresponde al microencapsulado 2. La investigación elaborada por  Pérez 

(2019), mostró un pico representativo de carotenos fue en un rango de 1020 – 1043 

(cm-1) lo que corrobora la presencia de dicho compuesto en la presente investigación. 

Estos valores indican que, al presentar un pico de menor tamaño, es decir, con una 

transmitancia de mayor porcentaje existe mayor protección de licopeno como se 

muestra en la zona resaltada por la línea roja. González (2010), menciona que la 

transmitancia está ligada con el paso de luz a través de una muestra a una longitud de 

onda determinada, en este caso al tener mayor cantidad de licopeno la luz incidente va 

a ser menor, mientras que al tener el mismo compuesto protegido por los polímeros va 

a hacer que el haz incidente sea mayor lo que indique mayor porcentaje de 

transmitancia.  

La Fig. XX a) muestra un pico característico de grupos hidroxilo en la zona 

comprendida entre 3400 - 3200 (cm-1) que corresponde a grupos OH presentes en 

líquidos, en este caso corresponde al etanol usado como solvente en la matriz de 

extracción. Por otra parte en todas las imágenes se presentan los picos de la zona 

comprendida entre 1100 - 1000 (cm-1) que indican la existencia de dobles enlaces en 

hidrocarburos insaturados, es decir, grupos =C-H que son característicos del licopeno 

debido que en su estructura química presenta 11 dobles enlaces conjugados y 2 sin 

conjugar (Candelas, 2006). Los picos que se encuentran en la zona de 1020 - 1050 

(cm-1) corresponden a los grupos -CH3 y -CH2- presentes en los compuestos alifáticos 

(Aust et al., 2003) (Shurvell, 2006).   
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4.8 Verificación de la hipótesis 

 

4.8.1 Hipótesis nula 

Las diferentes combinaciones de polímeros, temperaturas de entrada y salida usadas 

en la microencapsulación no influyen en la actividad antioxidante de licopenos de 

tomate de árbol (Solanum betaceum): Se rechaza la hipótesis nula. 

4.8.2 Hipótesis alternativa 

Se acepta la hipótesis alternativa ya que se comprobó que las diferentes combinaciones 

de polímeros, temperaturas de entrada y salida usadas en la microencapsulación 

influyen en la actividad antioxidante de licopenos de tomate de árbol (Solanum 

betaceum). 
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CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1  Conclusiones  

 

• Se evaluaron las diferentes combinaciones de polímeros en la 

microencapsulación de licopeno de tomate de árbol (Solanum betaceum) 

encontrando que la mejor combinación fue la del microencapsulado 2 (E2) que 

contiene 30% de carga, 35% goma arábiga y 35% de maltodextrina a una 

temperatura de entrada (Te) de 120 ºC y de salida (Ts) de 80 °C que presentó 

el mayor porcentaje de eficiencia con un valor de 64,42% EME. 

• Se comparó la actividad antioxidante in vitro de los diferentes 

microencapsulados y del concentrado de licopeno mediante el método DPPH 

en el cual se observó que el valor máximo fue el del microencapsulado 2 con 

un porcentaje de inhibición del 81,84% que representa una concentración 

equivalente de trolox de 333,78 ± 4,53 µmol de trolox / g muestra.  

• Se evaluó la actividad antioxidante in vivo de los diferentes 

microencapsulados de licopenos empleando Saccharomyces cerevisiae 

encontrando que el microencapsulado 2 a una concentración de 700 mg / mL 

presenta mayor actividad antioxidante tomando valores de 1,37 y 1,45 en la 

razón de crecimiento sometida a una concentración de 0,5 mmol/L de 

hipoclorito de sodio y peróxido de hidrogeno respectivamente. 

• Al someter a la levadura a un estrés alto, es decir, a 50 mmol/L de agentes 

oxidantes se evidenció que el microncapsulado 2 presenta mayor efecto 

antioxidante sobre la célula tomando un valor máximo de razón de crecimiento 

de 1,26 con hipoclorito de sodio, mientras que al utilizar peróxido de 

hidrogeno esta variable aumentó a 1,46. 

• La actividad antioxidante de la vitamina C a 0,5 mg/mL en presencia de 

hipoclorito de sodio tuvo valores de razones de crecimiento de 0,96 y 0,86 en 

estrés bajo y alto, mientras que el microencapsulado 2 obtuvo valores de 1,37 

y 1,26. 
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• La vitamina C a una concentración de 5 mg/mL en presencia de 0,5 mmol/L y 

50 mmol/L de peróxido de hidrogeno tomó valores de 1,06 y 0,53 mientras 

que el microencapsulado 2 tuvo actividad antioxidante de 1,45 y 1,46. 

5.2  Recomendaciones 

 

• Se recomienda utilizar cáscaras de tomate de árbol (Solanum betaceum) sin 

previo secado para la extracción de carotenos. 

• De ser posible utilizar Saccharomyces boulardii en la determinación de 

actividad antioxidante in vivo o levaduras certificadas. 

• Utilizar agentes oxidantes orgánicos para la determinación de actividad 

antioxidante in vivo en S. cerevisiae. 

• Realizar estudios toxicológicos de los microencapsulados de licopeno de 

tomate de árbol para determinar la cantidad máxima asimilable por el ser 

humano. 

• Se recomienda ejecutar ensayos que determinen el periodo de vida útil de los 

microencapsulados para comprobar su actividad antioxidante en el transcurso 

del tiempo. 

• Elaborar estudios de liberación de licopeno contenido en los 

microencapsulados mediante el uso de fluidos biológicos.  
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ANEXOS 

Anexo I. Curva de calibración para determinar el porcentaje de inhibición utilizando trolox 

 

Fig XXI. Curva de calibración para determinar la actividad antioxidante mediante 

inhibición del DPPH 

Anexo II. Determinaciones obtenidas en los ensayos de porcentaje de eficiencia de 

microencapsulación (EME) y actividad antioxidante (AA) 

 

BLOQUE 

Carga 

(%) 

TeyTs 

C 

EME 

(%) 

AA 

(μmol Trolox / g muestra) 

(A ± 0,001) 

1 30,0 120/80 64,75 335,04 

1 20,0 160/90 31,28 219,72 

1 30,0 160/90 26,57 308,43 

1 20,0 120/80 34,54 233,03 

2 30,0 120/80 66,19 335,04 

2 20,0 160/90 35,38 236,41 

2 30,0 160/90 25,36 324,78 

2 20,0 120/80 33,12 242,66 

3 30,0 120/80 63,27 337,88 

3 20,0 160/90 28,28 237,42 

3 30,0 160/90 28,88 307,54 

3 20,0 120/80 32,64 242,43 

4 30,0 120/80 63,63 322,95 

4 20,0 160/90 31,01 235,65 

4 30,0 160/90 33,20 313,39 

4 20,0 120/80 32,73 232,14 

y = 0.2505x - 1.7078
R² = 0.9951
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5 30,0 120/80 65,11 335,04 

5 20,0 160/90 31,46 220,61 

5 30,0 160/90 29,32 279,73 

5 20,0 120/80 36,70 243,38 

6 30,0 120/80 63,95 337,31 

6 20,0 160/90 32,12 237,29 

6 30,0 160/90 25,98 305,77 

6 20,0 120/80 33,33 241,59 

7 30,0 120/80 64,03 332,11 

7 20,0 160/90 30,00 235,65 

7 30,0 160/90 26,13 321,65 

7 20,0 120/80 37,74 232,14 

 

Anexo III. Tablas de la optimización de las variables de respuesta

Valor óptimo = 0,966 

Factor Bajo Alto Óptimo 

Carga 20,0 30,0 30,0 

TeyTs 120,0 160,0 120,0 

 

 

Respuesta Óptimo 

EME 64,423 

AA 333,630 

 

Anexo IV. Tabla que relaciona la longitud de onda y porcentaje de transmitancia para el 

licopeno sin microencapsular 

Longitud de onda[cm-1] %T 

3356.5 75,87 

3341.07 75,14 

3325.64 75,75 

3306.36 76,10 

3286.11 76,47 

2971.77 81,93 

2886.92 89,25 

2838.7 94,33 

2360.44 90,41 

2342.12 93,45 

1735.62 79,24 

1375.00 76,95 

1229.40 78,72 

1216.86 78,46 

1085.73 60,62 

1044.26 40,83 

879.38 63,66 
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Anexo V. Tabla que relaciona la longitud de onda y porcentaje de transmitancia para el 

microencapsulado 1  

Longitud de onda [cm-1] %T 

2880.17 97,05 

2808.81 95,58 

2785.67 95,62 

2360.44 88,39 

2341.16 90,63 

1736.58 86,87 

1726.94 87,27 

1646.91 95,19 

1640.16 95,25 

1612.20 95,12 

1602.56 95,01 

1434.78 93,19 

1424.17 93,02 

1365.35 86,98 

1228.43 89,69 

1216.86 88,50 

1206.26 90,48 

1023.05 78,01 

780.065 92,04 

770.423 91,75 

762.709 91,46 

742.46 92,19 

732.81 92,31 

715.46 90,45 

 

Anexo VI. Tabla que relaciona la longitud de onda y porcentaje de transmitancia para el 

microencapsulado 2 

Longitud de onda [cm-1] %T 

2885.95 97,92 

2361.41 90,74 

2342.12 92,30 

1717.30 96,01 

1607.38 96,33 

1365.35 94,74 

1077.05 89,02 

1023.05 83,76 

609.396 87,13 
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Anexo VII. Tabla que relaciona la longitud de onda y porcentaje de transmitancia para el 

microencapsulado 3 

Longitud de onda [cm-1] %T 

2885.95 97,33 

2360.44 87,63 

2342.12 90,00 

2333.45 90,17 

1736.58 77,94 

1726.94 80,29 

1433.82 92,20 

1425.14 92,06 

1365.35 81,74 

1228.43 85,03 

1216.86 82,99 

1206.26 86,29 

1077.05 87,17 

1020.16 81,12 

780.06 93,27 

763.67 92,89 

750.17 93,56 

732.81 93,67 

647.96 88,65 

634.46 89,07 

622.89 88,00 

 

Anexo VIII. Tabla que relaciona la longitud de onda y porcentaje de transmitancia para el 

microencapsulado 4 

Longitud de onda [cm-1] %T 

2878.24 97,27 

2359.48 86,58 

2342.12 88,93 

1736.58 78,73 

1727.91 80,66 

1646.91 94,56 

1541.81 94,81 

1365.35 82,38 

1228.43 86,09 

1216.86 83,84 

1206.26 86,97 

1077.05 90,04 

1023.05 84,37 

 


