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RESUMEN

El interés por sustituir los aditivos sintéticos ha impulsado la busqueda de antioxidantes
naturales. Este trabajo evalud el perfil fisicoquimico y la capacidad antioxidante de
extractos hidroalcoholicos (agua-etanol 1:1) de semilla de comino (Cuminum cyminum),
fruto triturado de pimienta negra (Piper nigrum) y biomasa de tomillo (Thymus vulgaris,
hojas y tallos), obtenidos mediante extraccion hidroalcohdlica térmica acoplada a
destilacién. Se determinaron los solidos solubles (°Brix), grado alcohdlico, azucares
totales (fenol-sulfurico), fenoles totales (Folin-Ciocalteu) y la capacidad de inhibicion de
radicales libres (DPPH y ABTS). Los extractos mostraron consistencia en soélidos
solubles (20.4-20.6 °Brix) y un grado alcoholico residual de 80% (v/v). El extracto de
comino presentd el mayor contenido de fenoles totales (0.37 mg EAG/g MS). En
contraste, la pimienta exhibié la mayor capacidad antioxidante en el ensayo ABTS (9.65
mg TE/g MS) y DPPH (0.54 mg TE/g MS), lo que sugiere una recuperacion eficiente de
metabolitos con capacidad antioxidante. El tomillo reporté los valores bioactivos mas
bajos, lo cual se atribuye a la dilucion fitoquimica generada por los tejidos de sostén
lignificados (tallos). Se demuestra la viabilidad técnica de este proceso de extraccion
verde, destacando a la semilla de comino y al fruto de pimienta negra como ingredientes

funcionales altamente prometedores para la industria alimentaria.

Palabras clave: Antioxidantes naturales, extraccion hidroalcohdlica térmica acoplada a

destilacion, fenoles totales, matrices vegetales, DPPH, ABTS.
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ABSTRACT

The desire to replace synthetic additives has driven the search for natural antioxidants.
This study evaluated the physicochemical profile and antioxidant capacity of
hydroalcoholic extracts (water-ethanol 1:1) of cumin seed (Cuminum cyminum), crushed
black pepper fruit (Piper nigrum), and thyme biomass (Thymus vulgaris, leaves and
stems), obtained by thermal hydroalcoholic extraction coupled with distillation. Soluble
solids (°Brix), alcohol content, total sugars (phenol-sulfuric acid), total phenols (Folin-
Ciocalteu), and free radical scavenging capacity (DPPH and ABTS) were determined.
The extracts showed consistent soluble solids (20.4—20.6 °Brix) and a residual alcohol
content of 80% (v/v). Cumin extract showed the highest total phenol content (0.37 mg
GAE/g DM). In contrast, pepper exhibited the highest antioxidant capacity in the ABTS
(9.65 mg TE/g DM) and DPPH (0.54 mg TE/g DM) assays, suggesting the efficient
recovery of metabolites with antioxidant capacity. Thyme showed the lowest bioactive
values, which is attributed to the phytochemical dilution caused by the lignified supporting
tissues (stems). The technical feasibility of this green extraction process is demonstrated,
highlighting cumin seed and black pepper fruit as highly promising functional ingredients

for the food industry.

Keywords: Natural antioxidants, thermal hydroalcoholic extraction coupled with

distillation, total phenols, plant matrices, DPPH, ABTS
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. INTRODUCCION

En la actualidad, la industria de los alimentos enfrenta un desafio tecnolégico constante: la
mitigacion de los procesos oxidativos. La oxidacion de lipidos es una de las principales causas
del deterioro alimentario, responsable de la pérdida de valor nutricional, la degradacion del color
y el desarrollo de olores y sabores indeseables que reducen drasticamente la vida util de los
productos (Shahidi & Zhong, 2010; Wang et al., 2023). Histéricamente, este problema se ha
controlado mediante la adicion de antioxidantes sintéticos. Sin embargo, en los ultimos afos se
ha incrementado notablemente el interés cientifico e industrial por sustituirlos parcial o
totalmente por alternativas de origen natural (Xu et al., 2021). Esta transicién es impulsada por
la creciente demanda de los consumidores hacia productos de etiqueta limpia (clean label) y
con la percepcion de riesgo asociada al consumo prolongado de algunos aditivos sintéticos. Lo
anterior ha posicionado a los compuestos antioxidantes de origen vegetal como una alternativa

prometedora para la formulacién de alimentos (Asioli et al., 2017; Chauhan & Rao, 2024).

En este contexto, las especias y las plantas aromaticas representan una amplia y diversa fuente
de metabolitos secundarios, particularmente compuestos fendlicos, flavonoides y terpenoides,
relacionados con actividad antioxidante y potencial biofuncional (Gutiérrez-del-Rio et al., 2021).
Especies como el comino (Cuminum cyminum), la pimienta negra (Piper nigrum) y el tomillo
(Thymus vulgaris), han sido ampliamente utilizadas en la alimentacién humana y en la medicina
tradicional debido a sus propiedades sensoriales, conservadoras y bioactivas (Lemoni et al.,
2025). Diversos estudios han reportado la presencia de compuestos fendlicos y otros
metabolitos antioxidantes en estas especies (Nieto et al., 2023). No obstante, la informacion
cientifica y tecnoldgica sobre la semilla de comino, el fruto entero de pimienta negra y la biomasa
aérea de tomillo compuesta por hojas y tallos, aun requiere mayor desarrollo, particularmente
cuando son procesadas mediante tecnologias de extracciéon con potencial de escalamiento
(Plaskova et al., 2023).

Para lograr un aprovechamiento industrial de estos fitoquimicos, el método de extraccion
constituye un factor determinante, ya que influye directamente en el rendimiento, la composicion
quimica y la actividad bioldgica de los extractos obtenidos (Plaskova et al., 2023). El empleo de
mezclas hidroalcohdlicas agua-etanol resulta especialmente relevante, debido a que permite

modificar la polaridad del medio y favorecer la solubilizaciéon de compuestos con diferente
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naturaleza quimica (Plaskova et al., 2023). Ademas, el uso de solventes de grado alimenticio,
combinado con tecnologias de extraccion de menor impacto ambiental, puede favorecer la
obtencion de extractos compatibles con aplicaciones en formulaciones alimentarias (Nieto et
al., 2023). En este sentido, los sistemas hidroalcohdlicos representan alternativas de interés
para la obtencién de ingredientes naturales con potencial antioxidante. Sin embargo, es
necesario evaluar experimentalmente la respuesta de cada matriz vegetal al proceso de

extraccion utilizado (Plaskova et al., 2023).

En particular, se requiere determinar como responden las semillas de comino, los frutos de
pimienta negra y la biomasa aérea de tomillo frente a un sistema de extraccion hidroalcohdlico,
considerando tanto sus parametros fisicoquimicos, su contenido de compuestos bioactivos y su
capacidad antioxidante. Por lo anterior, el presente trabajo busca obtener y caracterizar
extractos hidroalcohdlicos de estas tres matrices vegetales, mediante la determinacion de
sélidos solubles, grado alcohdlico, azucares totales, fenoles totales y capacidad antioxidante
por los métodos DPPH y ABTS. Con ello, se pretende aportar informacion técnico-cientifica
basica que contribuya a la valorizacion de estas especies aromaticas y siente las bases para
su futuro aprovechamiento como ingredientes naturales con potencial antioxidante para la

industria alimentaria.

Il.  HIPOTESIS

Se plantea que los extractos hidroalcohdlicos obtenidos a partir del material vegetal de comino,
pimienta y tomillo presentaran diferencias en su contenido de compuestos antioxidantes y en

sus caracteristicas fisicoquimicas al utilizar un proceso a escala de 3 L de solvente.

I1l. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo general

Obtener y caracterizar extractos hidroalcohélicos utilizando 3 litros de solvente a partir del

material vegetal de comino (semilla), pimienta (fruto) y tomillo (biomasa aérea), mediante la

determinacién de su contenido de compuestos bioactivos y parametros fisicoquimicos.

3.2 Objetivos especificos

Obtener extractos hidroalcohdlicos de las matrices vegetales de comino, pimienta y
tomillo utilizando 3 litros de una mezcla agua—etanol (1:1) como solvente en un equipo
de extraccion térmica.

Determinar el contenido de fenoles totales y evaluar la capacidad antioxidante en los
extractos hidroalcohélicos obtenidos.

Cuantificar los azucares totales, alcohol residual y los sdlidos solubles totales
presentes en los extractos.

Comparar los resultados obtenidos entre las diferentes matrices vegetales con el fin

de identificar su potencial antioxidante e idoneidad tecnolégica.

12



V. ANTECEDENTES

4.1 Antecedentes generales: antioxidantes y alimentos
En la ciencia de los alimentos, el término «antioxidante» se utiliza para describir a aquellos
compuestos capaces de bloquear o retrasar la peroxidacion lipidica y otras reacciones
oxidativas (Shahidi & Zhong, 2010; Wang et al., 2023). La principal funcion de estos compuestos
en los sistemas alimentarios es mantener la frescura de los productos y prolongar su vida util.
A nivel molecular, los antioxidantes actuan neutralizando las especies reactivas de oxigeno
(radicales libres) (Xu et al., 2021), las cuales son responsables de desencadenar procesos de
degradacion. Sin embargo, es importante destacar que la dosis de estos compuestos debe ser
controlada, ya que en altas concentraciones algunos antioxidantes pueden presentar un efecto

contrario, actuando como prooxidantes e induciendo toxicidad (Yang et al., 2018).

Para prevenir el deterioro oxidativo, la industria alimentaria ha utilizado histéricamente aditivos
sintéticos, tales como el butilhidroxianisol (BHA), el butilhidroxitolueno (BHT) y la terc-
butilhidroquinona (TBHQ) (Chauhan & Rao, 2024). No obstante, en la actualidad su uso ha sido
cuestionado por la percepcidn negativa de algunos consumidores y por la busqueda de
ingredientes de etiqueta limpia (Chauhan & Rao, 2024). Esto ha ejercido una fuerte presion
sobre los fabricantes para buscar alternativas naturales mas seguras, enfocando la

investigacion en el aprovechamiento de fuentes vegetales (Gutiérrez-del-Rio et al., 2021).

4.2 Antioxidantes naturales de origen vegetal
En este contexto de sustitucién de aditivos sintéticos, las plantas aromaticas y las especias
destacan como reservorios de fitoquimicos con bioactividad. Entre los principales grupos de
metabolitos secundarios responsables de esta capacidad antioxidante se encuentran los
polifenoles (incluyendo diversos flavonoides) y los terpenoides (Gutiérrez-del-Rio et al., 2021).
Estos compuestos poseen la capacidad de eliminar especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
—tales como los radicales superoxido, hidroxilo o peroxilo—, interrumpiendo asi las reacciones

en cadena en matrices alimentarias (Gutiérrez-del-Rio et al., 2021).

La aplicacion de estos compuestos bioactivos resulta de gran importancia funcional y sensorial,
ya que su incorporacion en alimentos susceptibles a la oxidacion (como carnes, aceites y

productos ricos en grasas) previene el deterioro visual, evita los cambios de color y frena la
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generacion de sabores y olores rancios, reduciendo el desperdicio de alimentos (Gutiérrez-del-
Rio et al., 2021).

Ademas, la distribucidén de estos compuestos varia significativamente segun la parte anatomica
de la planta que se procese (Nieto et al., 2023). La matriz estructural de las semillas, los frutos
y los tejidos foliares/lefiosos define el tipo y la concentracion de metabolitos secundarios
disponibles (Nieto et al., 2023). Ciertas hojas concentran acidos fendlicos como mecanismo de
defensa contra la radiacion, las semillas y los frutos desarrollan redes fitoquimicas para proteger
el material genético y asegurar la germinacion, acumulando altas concentraciones de aceites,
alcaloides y polifenoles densos (Tohidi et al., 2017). Esta variabilidad anatémica justifica la
necesidad de caracterizar cada matriz botanica por separado para encontrar su mayor potencial

tecnologico.

4.3 Especies vegetales estudiadas

4.3.1 Comino (Cuminum cyminum)

El comino (Cuminum cyminum L.) es una especia ampliamente utilizada en la industria
alimentaria debido a sus propiedades aromaticas, sensoriales y funcionales. La parte de mayor
aprovechamiento comercial corresponde a la semilla, la cual contiene diversos metabolitos
secundarios, entre ellos compuestos fendlicos, terpenoides y otros constituyentes asociados
con actividad antioxidante (Singh et al., 2021; Shamsiev et al., 2021). Estos compuestos pueden
participar en la neutralizacion de radicales libres mediante mecanismos de transferencia de
electrones o donacién de hidrogeno, por lo que su cuantificacion resulta relevante para evaluar
el potencial del comino como fuente natural de antioxidantes (Singh et al., 2021; Shamsiev et
al., 2021).

Diversos estudios han reportado que los extractos de comino presentan capacidad antioxidante,
asi como contenidos variables de fenoles totales dependiendo del tipo de solvente y de las
condiciones de extraccién empleadas (Singh et al., 2021). En particular, el uso de mezclas
hidroalcohdlicas agua-etanol favorece la recuperacién de compuestos con diferente polaridad,
(Shamsiev et al., 2021).
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4.3.2 Pimienta negra (Piper nigrum)
La pimienta negra (Piper nigrum L.) es una de las especias de mayor consumo a nivel mundial
y se utiliza ampliamente como condimento debido a su sabor pungente y aroma caracteristico.
Su fruto contiene compuestos bioactivos de interés, entre los que destaca la piperina, ademas
de compuestos fendlicos, flavonoides y otros metabolitos secundarios que han sido
relacionados con actividad antioxidante (Al-Khayri et al., 2022; Zarai et al., 2013). Debido a esta
composicion, el fruto de pimienta negra representa una matriz vegetal con potencial para la

obtencion de extractos funcionales de aplicacidon alimentaria.

La capacidad antioxidante de los extractos de Piper nigrum ha sido evaluada mediante ensayos
como DPPH y ABTS, los cuales permiten estimar la capacidad de los compuestos presentes
para neutralizar radicales libres (Al-Khayri et al., 2022). La eficiencia de extraccion de estos
metabolitos depende de factores como el tamafo de particula, la temperatura, el tiempo de

contacto y la polaridad del solvente (Plaskova et al., 2023).

4.3.3 Tomillo (Thymus vulgaris)
El tomillo (Thymus vulgaris L.) es una planta aromatica de amplio uso culinario y medicinal,
reconocida por la presencia de metabolitos secundarios con actividad biolégica. Entre sus
principales compuestos se han reportado monoterpenos fendélicos como timol y carvacrol, asi
como compuestos fendlicos no volatiles, incluyendo acido rosmarinico, acido cafeico y
flavonoides (Walasek-Janusz et al., 2025). Estos metabolitos han sido asociados con actividad
antioxidante, antimicrobiana y conservadora, lo que ha impulsado el interés por su

aprovechamiento en alimentos (Walasek-Janusz et al., 2025).

La composicion bioactiva del tomillo puede variar de acuerdo con la parte anatomica utilizada,
ya que las hojas suelen concentrar una mayor proporcion de compuestos fendlicos y
aromaticos, mientras que los tallos presentan una mayor proporcion de tejido estructural
lignificado (Walasek-Janusz et al., 2025). Por esta razén, cuando se emplea biomasa aérea
compuesta por hojas y tallos, la concentracidon de compuestos antioxidantes en el extracto
puede depender de la proporcién relativa de ambos tejidos. Este aspecto es relevante para
interpretar los resultados de fenoles totales y capacidad antioxidante obtenidos en extractos

vegetales.
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4.4 Extraccion hidroalcohdlica térmica acoplada a destilacion
La recuperacion de compuestos bioactivos a partir de matrices vegetales depende directamente
del método de extraccion, del tipo de solvente utilizado y de las condiciones de proceso
aplicadas (Plaskova et al., 2023). En el caso de especias y plantas aromaticas, los metabolitos
de interés pueden presentar diferente polaridad y estabilidad térmica, por lo que la seleccién
del sistema de extraccién es determinante para obtener extractos con potencial funcional
(Kaczorova et al., 2021; Lee et al., 2024). Entre los factores mas importantes se encuentran la
relacion solido-liquido, la temperatura, el tiempo de contacto, el tamafo de particula y la

composicion del solvente (Alara et al., 2021).

El uso de mezclas hidroalcohdlicas agua-etanol permite modificar la polaridad del medio y
favorecer la recuperacion simultdnea de compuestos hidrofilicos y de polaridad intermedia
(Kaczorova et al., 2021; Lee et al., 2024). Mientras que el agua facilita la solubilizacion de
azucares, acidos fendlicos y otros compuestos polares, el etanol contribuye a la extraccién de
metabolitos menos polares, como ciertos flavonoides, terpenoides y compuestos aromaticos
(Huaman-Castilla et al., 2024).

El sistema de extraccion hidroalcohdlica térmica acoplada a destilacion permite colocar el
material vegetal triturado en contacto directo con una mezcla agua-etanol 1:1 (v/v), aplicar
calentamiento y recuperar posteriormente un condensado liquido. De esta manera, el proceso
combina principios de extraccion solido-liquido asistida por temperatura con una etapa de
destilacién-condensacién, favoreciendo la transferencia de compuestos solubles desde la

matriz vegetal hacia el solvente hidroalcohdlico.

Este enfoque resulta pertinente para la obtencién de extractos vegetales complejos, ya que no
se limita exclusivamente a la recuperacion de aceites esenciales o compuestos volatiles, sino
que también permite obtener una fraccion liquida con sdlidos solubles, azucares, compuestos

fendlicos y otros metabolitos potencialmente antioxidantes.

La aplicacion de este sistema en matrices como semilla de comino, fruto de pimienta negra y
biomasa aérea de tomillo permite comparar la respuesta de materiales vegetales con diferente
composiciéon anatémica y fitoquimica frente a un mismo proceso de extraccién. Esta

comparacién es relevante para identificar qué matriz presenta mayor potencial antioxidante y
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mejores caracteristicas tecnoldgicas para su posible aprovechamiento como ingrediente natural

en alimentos

4.5 Fenoles totales y métodos de evaluacion antioxidante
La caracterizacion antioxidante de extractos vegetales requiere el uso de indicadores que
permitan estimar tanto la presencia de compuestos bioactivos como su capacidad para
neutralizar radicales libres. En el caso de especias y plantas aromaticas, los compuestos
fendlicos constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios mas importantes (Sadeer
et al., 2020). Debido a su estructura quimica, caracterizada por la presencia de grupos hidroxilo
unidos a anillos aromaticos, los compuestos fendlicos pueden participar en reacciones de
transferencia de electrones o donacion de hidrégeno (Pérez et al., 2023). Por esta razon, la
cuantificacion de fenoles totales se utiliza comunmente como una primera aproximacion para

estimar el potencial antioxidante de extractos vegetales.

El método de Folin-Ciocalteu es una de las técnicas espectrofotométricas mas empleadas para
determinar el contenido de fenoles totales. Este ensayo se basa en la capacidad reductora de
los compuestos presentes en la muestra, los cuales reaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteu en medio alcalino, generando una coloracion azul que puede cuantificarse por
absorbancia (Pérez et al., 2023). Los resultados suelen expresarse como equivalentes de acido
galico (EAG), lo que permite comparar el contenido fendlico entre diferentes extractos
vegetales. No obstante, este método no es completamente especifico para compuestos
fendlicos, ya que otras sustancias reductoras, como acido ascorbico, azucares reductores o
algunos aminoacidos, pueden contribuir parcialmente a la sefal obtenida (Pérez et al., 2023).
Por ello, los resultados de fenoles totales deben interpretarse como una estimacién global de la

capacidad reductora del extracto y complementarse con ensayos antioxidantes especificos.

Entre los métodos mas utilizados para evaluar la capacidad antioxidante in vitro se encuentran
los ensayos DPPH y ABTS. El método DPPH se basa en la reduccion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo, el cual presenta una coloracion violeta que disminuye cuando entra en contacto
con compuestos capaces de donar electrones o atomos de hidrégeno (Sadeer et al., 2020).
Esta disminucion de absorbancia permite estimar la capacidad del extracto para estabilizar
radicales libres. Por su parte, el ensayo ABTS utiliza el cation radical ABTSe*, cuya

neutralizacion también se refleja en una disminucién de color. A diferencia del DPPH, el radical

17



ABTS puede emplearse en medios acuosos y organicos, por lo que resulta util para evaluar
extractos que contienen compuestos de diferente polaridad (Sadeer et al., 2020). El uso
conjunto de fenoles totales, DPPH y ABTS permite obtener una evaluacion mas amplia del

potencial antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos.

4.6 Parametros fisicoquimicos
Ademas de la caracterizacion antioxidante, la evaluacion de los parametros fisicoquimicos es
necesaria para describir la composicion general de los extractos obtenidos y valorar su posible
uso tecnoldgico. En extractos vegetales hidroalcohdlicos, variables como los solidos solubles
totales, el contenido de azucares y el grado alcohdlico residual permiten conocer caracteristicas

importantes del producto liquido obtenido después del proceso de extraccion.

Los solidos solubles totales, expresados comunmente como grados Brix, proporcionan una
estimacion general de la cantidad de compuestos solubles presentes en el extracto. Aunque
este parametro se asocia principalmente con azucares, en extractos vegetales también puede
reflejar la presencia de otros solutos, como acidos organicos, sales, compuestos fendlicos y
metabolitos extraidos de la matriz vegetal (Garner et al., 2008). Por ello, su determinacion
permite comparar de manera rapida la concentracion soluble general entre extractos obtenidos
de diferentes materias primas. La cuantificacion de azucares totales complementa la medicion
de sdlidos solubles, ya que permite estimar especificamente la fraccidon de carbohidratos

extraida hacia el medio hidroalcohdlico.

El grado alcohdlico residual es otro parametro relevante en extractos hidroalcohdlicos, ya que
indica la proporcion de etanol que permanece en el extracto final después del proceso térmico
y de destilacion. Su medicion permite verificar la composicion final del producto liquido obtenido
y establecer una base para futuras etapas de formulacién, concentracién o aplicacion

alimentaria.

4.7 Aplicaciéon potencial de extractos vegetales en alimentos
El uso de extractos vegetales como ingredientes naturales ha adquirido importancia en la
industria alimentaria debido al interés por sustituir parcial o totalmente algunos aditivos
sintéticos y responder a la demanda de productos con etiquetas mas limpias (clean label) (Asioli
et al.,, 2017; Chauhan & Rao, 2024). En este contexto, los extractos obtenidos a partir de
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especias y plantas aromaticas representan una alternativa de interés, que pueden aportar
compuestos bioactivos con capacidad antioxidante, y contribuir con propiedades sensoriales

propias de la matriz vegetal (Asioli et al., 2017; Chauhan & Rao, 2024).

Desde el punto de vista tecnologico, los extractos ricos en compuestos fendlicos pueden ser
utiles en alimentos susceptibles al deterioro oxidativo, como aceites, emulsiones, productos
carnicos, botanas, salsas o formulaciones con alto contenido lipidico (Wang et al., 2023). Su
funcion se relaciona con la capacidad de retardar reacciones de oxidacién, disminuir la
formacion de compuestos asociados con rancidez y contribuir a la conservacion de la calidad
sensorial durante el almacenamiento (Shahidi & Zhong, 2010; Wang et al., 2023). Sin embargo,
su eficacia depende de diversos factores, como la concentracién aplicada, la composicion
quimica del extracto, la interaccion con la matriz alimentaria, el pH, la presencia de lipidos, la
actividad de agua y las condiciones de procesamiento y almacenamiento (Shahidi & Zhong,
2010; Wang et al., 2023).

En el caso de extractos hidroalcohdlicos, la determinacion de parametros como sélidos solubles,
azucares totales y grado alcohdlico residual resulta importante para valorar su posible
incorporacion en sistemas alimentarios. Estos parametros permiten conocer la composicion
general del extracto y anticipar aspectos relacionados con su estabilidad, concentracion de

solutos y compatibilidad tecnolégica.

Por lo tanto, los extractos hidroalcohdlicos de comino, pimienta negra y tomillo pueden
considerarse matrices de interés para el desarrollo de ingredientes naturales con potencial
antioxidante. No obstante, para confirmar su uso en alimentos sera necesario realizar estudios
posteriores en matrices reales, evaluando estabilidad, dosis de aplicacién, efecto sensorial,

actividad antioxidante durante almacenamiento e inocuidad del producto final.

4.8 Brecha de conocimiento e implicaciones del estudio
La revision de antecedentes muestra que el comino (Cuminum cyminum), la pimienta negra
(Piper nigrum) y el tomillo (Thymus vulgaris) han sido ampliamente estudiados por su contenido
de metabolitos secundarios y su actividad antioxidante (Lemoni et al., 2025). Sin embargo, la
mayoria de los estudios disponibles se enfocan en extractos obtenidos mediante metodologias

convencionales, aceites esenciales, fracciones especificas o condiciones de laboratorio que no
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siempre coinciden con sistemas de extraccion térmica con potencial de escalamiento (Plaskova
et al., 2023).

En este sentido, aun existe informacién limitada sobre la respuesta comparativa de matrices
vegetales anatomicamente diferentes cuando son sometidas a un proceso de extraccion
hidroalcohdlica térmica acoplada a destilacion. Ademas, aunque los métodos DPPH, ABTS y
Folin-Ciocalteu son ampliamente utilizados para evaluar extractos vegetales, la comparacion de
estos indicadores con parametros tecnoldgicos basicos, como °Brix, azucares totales y grado
alcohdlico residual, permite obtener una vision mas completa del producto liquido obtenido. Esta
informacion es necesaria para valorar no solo el potencial antioxidante del extracto, sino

también su posible idoneidad como ingrediente natural en futuras formulaciones alimentarias.

Por lo anterior, el presente estudio contribuye a generar informacién técnico-cientifica basica
sobre la obtencidn y caracterizacion de extractos hidroalcohdlicos de comino, pimienta negra y
tomillo mediante un sistema térmico acoplado a destilacion. Los resultados permitiran comparar
el comportamiento de las tres matrices vegetales y establecer una primera aproximacion sobre
su potencial como fuentes naturales de compuestos antioxidantes. Esta informacion puede
servir como base para estudios posteriores orientados a la optimizacion del proceso, evaluacion
de estabilidad, analisis sensorial e incorporacion de los extractos en matrices alimentarias

reales.
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V. METODOLOGIA

El proceso de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Fermentaciones y Biomoléculas
(LFB) dentro del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos en la Universidad
Autéonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN).

5.1 Obtencion y acondicionamiento del material vegetal
Las muestras de semilla de comino (Cuminum cyminum), fruto entero de pimienta negra (Piper
nigrum) y tomillo (Thymus vulgaris, compuesto por mezcla de hojas y tallos) fueron
suministradas por la empresa Mega Alimentos, garantizando asi un grado de calidad y pureza
comercial. El material vegetal fue trasladado al LFB de la UAAAN para su procesamiento. Previo
a la extraccion, las matrices fueron sometidas a un proceso de reduccion de tamafo mediante
trituracion. Se opté por una trituracion de tamano de particula de 3-5 mm, evitando una
pulverizacidn excesiva. Este criterio técnico se aplico con el objetivo de prevenir la
compactacion del lecho vegetal dentro del equipo en la zona de conduccién y separacion,
garantizando asi que el flujo de vapor y solvente pudiera atravesar de manera uniforme toda la

muestra durante el proceso, maximizando la transferencia de masa (Figura 1).

TRUPER

Figura 1. Aspecto fisico y tamafo de particula de las matrices vegetales trituradas previo al
proceso de extraccion: (a) semilla de comino, (b) fruto de pimienta negra y (c) biomasa de tomillo

(propiedad del autor).
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5.2 Preparacion de los extractos hidroalcohdlicos
Para la recuperacion de los compuestos bioactivos, se empled un sistema de extraccidon
hidroalcohdlica térmica acoplado a una torre de destilacion, disefiado especificamente para este
proceso. Como solvente extractor se utilizé una mezcla de agua destilada y etanol de grado

alimenticio en proporcion 1:1 (v/v) (Figura 2).

Diagrama del equipo de extraccion hidroalcohdlica térmica acoplada a destilacion

0 Quemador

9 Recipiente de
extraccion
(20L)

Tuberia curva
de conduccion

Columna de ‘
separacion ‘
|

Salida de 6 Soporte de
agua caliente la columna
. >
0 Condensador
o o Purgador de
solidos arrastrados
(punto de purga)
@0 <— Entrada de
aguafria 0 Recoleccion
del extracto

Figura 2. Equipo disefiado para la extraccion hidroalcohdlica térmica acoplada a destilacion,
utilizado para la obtencion de extractos vegetales a partir de comino, pimienta negra y tomillo

(Propiedad del autor).

Para cada tratamiento, se colocaron 500 g de material vegetal triturado en un recipiente de
extraccion junto con 3 L de una mezcla hidroalcohdlica agua-etanol en proporcion 1:1 (v/v). El
sistema fue conectado a una torre de destilacion, permitiendo el calentamiento de la mezcla, la
volatilizacion parcial del solvente y la recuperacion del condensado enriquecido con compuestos

extraidos de la matriz vegetal. Bajo este esquema, el proceso puede describirse como una
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extraccion hidroalcohdlica asistida por calentamiento y destilacién, empleando solventes de
grado alimenticio. Las extracciones se realizaron de manera estandarizada por lotes para cada
una de las especies vegetales. Los tiempos de extraccion se variaron para cada especie,

considerando la obtencion final de 1 L de extracto liquido condensado.

Inmediatamente después de su extraccion, los extractos liquidos obtenidos de las tres especies
fueron envasados en frascos de vidrio. Para asegurar la estabilidad fisicoquimica de los
polifenoles y evitar su fotodegradacion, los recipientes fueron recubiertos con papel aluminio y
almacenados bajo refrigeracion (4 °C) hasta la realizacion de las evaluaciones analiticas

correspondientes.

5.3 Determinacion de azucares totales por el método de fenol-sulfurico
Para la cuantificacion de los carbohidratos totales presentes en los extractos, se empled el
método colorimétrico descrito por Dubois et al. (1956). El fundamento de esta técnica radica en
la sensibilidad de los carbohidratos frente a la accion combinada de acidos fuertes y altas
temperaturas. Bajo estas condiciones, los azucares experimentan una deshidratacion
catalizada por el acido sulfurico, generando derivados del furano (como el hidroximetilfurfural).
Posteriormente, estos derivados condensan con compuestos fendlicos para producir un
complejo intensamente colorido, cuya absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion de azucares en la muestra.

Para llevar a cabo el ensayo, se tomo una alicuota de 500 uL de cada extracto y se coloco en
tubos de ensayo de vidrio (13x100 mm). Para la preparacién del blanco de reaccion, se sustituyo
la muestra por el mismo volumen de agua destilada. A cada tubo se le adicionaron 500 uL de
una solucion acuosa de fenol al 5% (v/v). La mezcla se agité suavemente y se sometio a un

bafo de hielo durante 5 minutos para controlar la temperatura basal.

Manteniendo los tubos en el baio de hielo, se adicioné de manera cuidadosa, resbalando por
las paredes interiores del tubo, 1 mL de acido sulfurico concentrado (H,SO,). Esta mezcla se
dej6 reposar en frio durante un periodo de 15 minutos. Transcurrido este tiempo, los tubos se
agitaron vigorosamente empleando un agitador tipo vortex y se transfirieron a un bafo térmico
ajustado a 80 °C durante 5 minutos, con el propésito de favorecer y acelerar la reaccion de

condensacion. Finalmente, las muestras se retiraron del bafio térmico y se dejaron enfriar a
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temperatura ambiente por 5 minutos. La intensidad del color desarrollado se cuantificé midiendo
la absorbancia a una longitud de onda de 480 nm utilizando un espectrofotdmetro. Las lecturas
se realizaron empleando celdas de cuarzo, ajustando previamente el equipo a cero con el
blanco de reaccion. La concentracion de azucares totales en los extractos se determind
mediante interpolacion, comparando las absorbancias obtenidas contra una curva de
calibracion construida a partir de una solucion estandar de sacarosa al 0.1 % (y = 1.3166x +
0.1561; R? = 0.9944). Los valores se reportaron como miligramos de glucosa por gramo de

materia seca (mg Glc/g MS).

Figura 3. Desarrollo de la reaccion colorimétrica para la cuantificacion de azucares totales

mediante el método de fenol-sulfurico (propiedad del autor).

5.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS
Para evaluar la capacidad antioxidante de los extractos se empled el ensayo de inhibicion del
cation radical ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) descrito por Re et al.,
(1999). En una primera etapa, se procedio a la generacion quimica del radical libre (ABTS*").
Para ello, se prepard una soluciéon acuosa de ABTS a una concentracion de 7 mM, disolviendo
38.4 mg del reactivo en 10 mL de agua destilada. De forma paralela, se prepard una solucion
oxidante disolviendo 6.62 mg de persulfato de potasio en 10 mL de agua destilada. Ambas
preparaciones se llevaron a cabo en recipientes ambar (o forrados con papel aluminio) para
protegerlas de la fotodegradacién y se mantuvieron bajo agitacion magnética durante 10
minutos para asegurar la completa disolucion de los solutos. Posteriormente, ambas soluciones
se mezclaron y la preparacion resultante se mantuvo en agitacion constante y en estricta
oscuridad durante un periodo de 14 a 16 horas a temperatura ambiente, tiempo necesario para

la formacioén estable del cation radical ABTS**.
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Previo a la evaluacion de los extractos, la solucion madre del radical se diluy6 utilizando etanol
como disolvente hasta alcanzar una absorbancia de referencia de 0.70 + 0.02 a una longitud de
onda de 750 nm. Para llevar a cabo el ensayo espectrofotométrico, se utilizé6 una microplaca de
96 pocillos. En cada pocillo correspondiente se colocé una alicuota de 10 pyL de la muestra
(extracto), seguida de la adicién de 200 uL de la solucion ajustada del radical ABTS**. La mezcla
se homogeniz6 de manera suave y se dejé reposar en la oscuridad durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacidén, se procedié a realizar la lectura
de la absorbancia de las muestras a 750 nm utilizando un lector de microplacas. La capacidad
antioxidante en los extractos se determind mediante interpolacién, comparando las
absorbancias obtenidas contra una curva de calibracion construida a partir de una solucién
estandar de trolox (250 ppm) (y = -0.0022x + 0.6018; R2 = 0.9792). Los valores se reportaron

como miligramos equivalentes de trolox por gramo de materia seca (mg ET/g MS).

Figura 4. Ensayo de inhibicion del cation radical ABTS, evidenciando la actividad antioxidante

de los extractos (Propiedad del autor).

5.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH
Para determinar la capacidad de captacion de radicales libres de los extractos, se empleo el
ensayo basado en la reduccion del radical sintético DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) descrito
por Brand-Williams et al., (1995). Inicialmente, se procedié a la preparacion de una solucion
madre de DPPH a una concentracién de 0.1 mM. Para ello, se pesaron 3.94 mg del reactivo y
se aforaron a un volumen final de 100 mL utilizando etanol como disolvente. A fin de garantizar

la completa disolucion del reactivo y proteger la solucion de la degradacion fotocatalitica, la
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preparacion se llevd a cabo en un recipiente ambar (o recubierto con papel aluminio) y se

mantuvo bajo agitacion magnética continua durante un lapso de 2 horas.

Para la fase de reaccién y evaluacién espectrofotométrica, se empled una microplaca de 96
pocillos. En cada pocillo correspondiente, se depositd una alicuota de 25 uL de la muestra de
extracto (previamente diluida segun los requerimientos del disefio experimental).
Posteriormente, se adicionaron 200 pL de la solucion de DPPH estabilizada. La mezcla de
reaccion se homogenizé de manera suave y se dejo reposar en estricta oscuridad durante 30
minutos a temperatura ambiente, permitiendo asi el desarrollo de la reaccion redox. Concluido
el tiempo de incubacidn, se procedié a medir la absorbancia de cada pocillo a una longitud de
onda de 517 nm mediante el uso de un lector de microplacas. La capacidad antioxidante en los
extractos se determiné mediante interpolacion, comparando las absorbancias obtenidas contra
una curva de calibracién construida a partir de una solucion estandar de trolox (250 ppm) (y = -
0.0031x + 0.9403; R?= 0.9934). Los valores se reportaron como miligramos equivalentes de

trolox por gramo de materia seca (mg ET/g MS).

Figura 5. Ensayo de capacidad atrapadora del radical libre DPPH, mostrando el decaimiento

cromatico generado por los extractos (propiedad del autor).

5.6 Determinacion del contenido de fenoles totales
Para la cuantificacion del contenido de fenoles totales presentes en los extractos
hidroalcohdlicos, se implementd el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu,
fundamentado en la metodologia descrita por Waterman & Mole, (1994) con ligeras

modificaciones. El principio de este ensayo se basa en la transferencia de electrones en un
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medio alcalino, donde los compuestos fendlicos reducen el reactivo de Folin-Ciocalteu,

produciendo un complejo de color azul que puede ser cuantificado.

El procedimiento analitico consistié en transferir una alicuota de 400 uL del extracto liquido a
un tubo de ensayo provisto de tapa. A dicha muestra se le adicionaron 400 uL del reactivo de
Folin-Ciocalteu. La mezcla se agitd vigorosamente para garantizar una completa
homogeneizacion y se dejo reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
para establecer el medio alcalino indispensable para la reaccién de Oxido-reduccién, se
incorporaron 400 pyL de una soluciéon acuosa de carbonato de sodio (Na,CO3) al 7.5% (p/v).
Tras una nueva etapa de agitacién y un periodo de reposo adicional de 5 minutos, se

adicionaron 2 mL de agua destilada al tubo de ensayo.

Finalmente, se procedié a medir la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 725
nm empleando un espectrofotometro. La concentracion de fenoles totales en los extractos se
determind por interpolacion matematica, comparando las absorbancias de las muestras contra
una curva de calibracién estandar de acido galico (400 ppm), expresando los resultados finales
en funcion de los equivalentes correspondientes (y = 0.0063x + 0.0758; R? = 0.9974). Los
valores se reportaron como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de materia seca
(mg EAG/g MS).

Figura 6. Reacciéon de 6xido-reducciéon del complejo de Folin-Ciocalteu para la determinacion

espectrofotométrica de fenoles totales (propiedad del autor).

5.7 Determinacién de solidos solubles totales (Grados Brix)
La cuantificacion de los sélidos solubles totales presentes en los extractos hidroalcohdlicos se
realiz6 mediante refractometria, expresando los valores directamente en la escala de grados

Brix (°Bx). El procedimiento consistié en calibrar inicialmente un refractometro digital utilizando
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agua destilada como blanco para establecer el punto de cero a temperatura ambiente.
Posteriormente, se colocé una gota homogénea de cada extracto sobre el sensor del
instrumento digital, asegurando que la muestra cubriera por completo la superficie y que no se
formaran burbujas de aire que pudieran interferir con la lectura. Tras la estabilizacion automatica
del equipo, se registro el valor digital directo en la pantalla. Este analisis se efectud por triplicado
para los extractos de comino, pimienta y tomillo, limpiando y secando minuciosamente la celda
de lectura entre cada medicién con agua destilada y papel 6ptico para evitar cualquier residuo

o0 contaminacion cruzada.

Figura 7. Cuantificacién de solidos solubles totales (°Bx) en los extractos hidroalcohdlicos

mediante el uso de un refractometro digital (propiedad del autor).

5.8 Medicion del grado alcohdlico
La determinacion del grado alcohdlico residual (porcentaje de etanol en volumen, % v/v) en los
extractos liquidos se llevd a cabo con el propdsito de evaluar la concentracion final del solvente
tras el proceso en el sistema de extraccion térmica acoplado a destilacion. Para realizar esta
medicion, se utilizé un refractdmetro éptico manual especifico para alcohol. El procedimiento se
ejecutd colocando una gota de la muestra directamente sobre el prisma principal del
refractdmetro de optica, cerrando inmediatamente la placa de luz para permitir que el liquido se
distribuyera de manera uniforme sobre la superficie cristalina. Posteriormente, se dirigio el
instrumento hacia una fuente de luz natural para observar a través del ocular, realizando la
lectura directa en la escala centesimal en el punto donde interceptan las zonas clara y oscura
de la interfase optica. El prisma y la placa se limpiaron cuidadosamente con agua y alcohol

después de cada lectura para garantizar la exactitud de las mediciones subsecuentes.
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Figura 8. Determinacion del grado alcohdlico residual (% v/v) de las muestras mediante un

refractometro 6ptico manual especifico para alcohol (Propiedad del autor).

5.9 Analisis estadisticos
Los resultados obtenidos para sélidos solubles totales, porcentaje de alcohol residual, azucares
totales, fenoles totales y capacidad antioxidante por los métodos ABTS y DPPH se expresaron
como media + desviacion estandar. Cada determinacion se realizé por triplicado para los

extractos hidroalcoholicos de comino, pimienta negra y tomillo.

Para evaluar el efecto de la matriz vegetal sobre cada variable de respuesta, se aplicé un
analisis de varianza de una via (ANOVA), considerando como factor independiente el tipo de
muestra con tres niveles: comino, pimienta negra y tomillo. Previamente, se verificaron los
supuestos de normalidad de los residuos mediante la prueba de Anderson-Darling y
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Bartlett. Cuando se detectaron diferencias
significativas en el ANOVA, las medias se compararon mediante la prueba de Tukey con un
nivel de significancia de p < 0.05. En caso de que los datos no cumplieran los supuestos de
normalidad u homogeneidad de varianzas, se considerd la aplicacion de la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de una comparacién multiple mediante la macro
%KrusMC en Minitab 19. Adicionalmente, se evalué de manera exploratoria la relacion entre el
contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante mediante analisis de correlacion de
Pearson. Los analisis estadisticos se realizaron con un nivel de confianza del 95%,

considerando diferencias significativas cuando p < 0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Parametros fisicoquimicos y contenido de azucares totales
La evaluacioén inicial de los extractos hidroalcohdlicos consistidé en la determinacién de sus
parametros fisicoquimicos basicos (Tabla 1), los cuales son indicadores criticos del rendimiento

del sistema de extraccion térmica acoplado a destilacion.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica y contenido de azucares totales de extractos
hidroalcohodlicos de comino, pimienta negra y tomillo

Muestra Azucares Totales SST Alcohol residual
(mg Glc/g MS) (°Bx) (%)
Tomillo 1.31+0.32Db 20.43 +0.06 a >80 a
Comino 1794 £ 1.19 a 20.67 £0.15 a >80 a
Pimienta 2.39+0.40 ab 20.63 +0.06 a >80 a

Los valores se expresan como media = desviacion estandar de tres repeticiones. Letras diferentes dentro de una
misma columna indican diferencias significativas entre muestras de acuerdo con ANOVA de una via y prueba de
Tukey (p < 0.05). Para azucares totales, los resultados se analizaron mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis y comparacion multiple post hoc con ajuste de Bonferroni (macro %KrusMC) en Minitab 19; en esta
variable, las letras indican diferencias significativas entre medianas (p < 0.05). Para alcohol residual, los valores
se expresan como lectura aproximada del refractémetro éptico; no se reporté desviacién estandar debido a que el
equipo indico valores superiores al 80% v/v.

Los resultados de solidos solubles totales demostraron una alta consistencia entre las tres
matrices vegetales evaluadas, obteniendo valores promedio de 20.43, 20.67 y 20.63 °Brix para
los extractos de tomillo, comino y pimienta, respectivamente. De manera paralela, la medicidon
del grado alcohdlico residual arrojo valores superiores al 80% (v/v) para las tres especies. Esta
similitud fisicoquimica indica que la transferencia de masa global y la eficiencia de recuperacién
del solvente en el sistema de extraccion térmica acoplado a destilacion fueron constantes y
reproducibles, independientemente de la especie botanica procesada. Para el contenido de
azucares totales (AzT), la prueba de Kruskal-Wallis evidencio diferencias entre las matrices
vegetales evaluadas. El extracto de comino presentd la mayor mediana, con 18.52 mg Glc/g
MS, seguido por pimienta negra con 2.28 mg Glc/g MS y tomillo con 1.27 mg Glc/g MS. La
comparacién multiple posterior mediante la macro %KrusMC en Minitab 19 mostré diferencia

significativa unicamente entre comino y tomillo (Z = 2.68; p = 0.007), mientras que la pimienta
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negra presentd un comportamiento intermedio. Esta respuesta sugiere que la semilla de comino
liberé una mayor cantidad de compuestos solubles de naturaleza polar, posiblemente favorecida
por la fraccidon acuosa del solvente hidroalcohdlico. En contraste, el menor contenido observado
en tomillo puede relacionarse con la presencia de tallos en la biomasa aérea, los cuales poseen
una mayor proporcidon de tejido estructural y menor disponibilidad de carbohidratos solubles

extraibles.

Esta variacion sugiere que, aunque el nivel de SST (°Bx) es similar, la composicion de AzT
difiere. En el extracto de comino, el mayor contenido de AzT sugiere que una fraccion importante
de los solidos extraidos correspondio a carbohidratos o compuestos polares solubles, los cuales
pudieron ser co-extraidos por la fraccion acuosa del solvente hidroalcohdlico. Esta
interpretacion es congruente con lo reportado para semillas de Cuminum cyminum, las cuales
presentan contenidos relevantes de azucares, fibra, proteinas, aceites y otros metabolitos
bioactivos (Merah et al., 2020; Allag et al., 2020). Ademas, el uso de mezclas agua-etanol ha
sido descrito como una estrategia adecuada para recuperar compuestos de diferente polaridad
en matrices vegetales (Plaskova et al., 2023; Alara et al., 2021; Kaczorova et al., 2021), debido
a que el agua favorece la solubilizacidon de compuestos hidrofilicos, mientras que el etanol
amplia la extraccion hacia metabolitos de polaridad intermedia. En contraste, el menor
contenido de azucares totales observado en tomillo podria relacionarse con la naturaleza de la
biomasa aérea utilizada, compuesta por hojas y tallos, donde la fraccién soluble no
necesariamente esta dominada por carbohidratos, sino por metabolitos secundarios como
acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides (Walasek-Janusz et al., 2025; Babota et al., 2023).
Asimismo, se ha reportado que los tallos y tejidos de sostén de hierbas aromaticas suelen
presentar menor concentracion de polifenoles y menor capacidad antioxidante que las hojas
(Rusaczonek et al., 2007), lo que puede contribuir a una menor recuperacion de compuestos

bioactivos cuando se procesa biomasa aérea heterogénea.

6.2 Contenido de fenoles totales
El contenido de fenoles totales (FT) fue evaluado como el indicador global del potencial bioactivo
de las muestras, debido a la reconocida capacidad de estos compuestos para donar electrones.
Los resultados, expresados en equivalentes de acido galico (mg EAG/g MS), evidenciaron

diferencias estadisticas significativas entre las tres especies (Figura 9).

31



0.45
0.40 A a
0.35 H
0.30 A
0.25 -
0.20 A
0.15 A
0.10 A
0.05 A
0.00

Fenoles totales (mg EAG/g MS)

Tomillo Comino Pimienta

Figura 9. Contenido de fenoles totales en extractos hidroalcohdlicos de tomillo, comino y

pimienta negra.

El extracto de la semilla de comino exhibié la mayor concentracion fendlica con 0.37 mg EAG/g
MS, superando estadisticamente al resto de las muestras. En un segundo nivel se posiciono el
extracto del fruto triturado de pimienta negra con 0.24 mg EAG/g MS, mientras que la mezcla
foliar y de tallos de tomillo reportd la concentracion mas baja con 0.15 mg EAG/g MS. Estos
hallazgos demuestran la eficiencia del sistema solvente (agua-etanol 1:1) aunada al sistema de
extraccién térmica acoplado a destilacion para penetrar la dura matriz estructural de las semillas
y frutos. El mayor contenido de FT observado en comino sugiere que la semilla de Cuminum
cyminum presentd una mayor liberacion de compuestos reductores bajo el sistema de
extraccidon hidroalcohdlica térmica acoplada a destilacion. Este resultado es congruente con
estudios previos que describen al comino como una matriz rica en compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos y acidos fendlicos (ElI Tannir et al.,, 2024; Shamsiev et al., 2021). Por
ejemplo, Shamsiev et al., (2021) evaluaron la extraccién de polifenoles y antioxidantes de
semillas de comino mediante extraccion asistida por ultrasonido, mostrando que la
concentracion de etanol, el tiempo y la temperatura son factores determinantes en el contenido

fendlico total y la capacidad antioxidante del extracto. De manera similar, El Tannir et al., (2024)
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reportaron que las semillas de comino contienen polifenoles como flavonoides, taninos y acidos

fendlicos, los cuales contribuyen a sus propiedades biolégicas.

La pimienta negra presentd un contenido fendlico intermedio. Este comportamiento puede
relacionarse con su composicion fitoquimica, ya que el fruto de Piper nigrum contiene piperina,
compuestos fendlicos y otros metabolitos bioactivos. Al-Khayri et al., (2022) reportaron la
presencia de fenoles, polifenoles totales y piperina en Piper nigrum, asi como actividad
antioxidante asociada a estos compuestos. Sin embargo, en comparacién con el comino, la
pimienta puede presentar una fraccion bioactiva mas diversa, donde no todos los metabolitos
responsables de la actividad antioxidante son necesariamente cuantificados como fenoles
totales mediante el método de Folin-Ciocalteu. Esto ayuda a explicar por qué, aunque la
pimienta no presento el valor mas alto de fenoles totales, en otros ensayos puede mostrar una

capacidad antioxidante destacada.

Por otra parte, el tomillo presentd el menor contenido de FT entre las matrices evaluadas. Este
resultado debe interpretarse considerando que en el presente estudio se utilizé biomasa aérea
compuesta por hojas y tallos. En especies aromaticas como Thymus vulgaris, se ha reportado
la presencia de compuestos fendlicos como acido rosmarinico, acido cafeico, luteolina,
apigenina y quercetina, todos ellos relacionados con capacidad antioxidante (Walasek-Janusz
et al., 2025). No obstante, la concentracion de estos metabolitos puede variar de acuerdo con
la parte vegetal utilizada, el estado de la muestra y las condiciones de extraccién. La inclusién
de tallos pudo reducir la concentracion relativa de fenoles extraibles, debido a que los tejidos
de sostén suelen presentar mayor proporcion de celulosa, lignina y estructuras menos ricas en

metabolitos fendlicos en comparacion con las hojas (Walasek-Janusz et al., 2025).

6.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante (Ensayos ABTS y DPPH)
Dada la complejidad estructural de los fitoquimicos y sus multiples mecanismos de
neutralizacion de radicales libres, la capacidad antioxidante de los extractos fue evaluada
utilizando dos métodos espectrofotométricos complementarios: la estabilizacién del cation
radical ABTS y la inhibicion del radical sintético DPPH. Los resultados, expresados en
miligramos equivalentes de Trolox por gramo de materia seca (mg ET/g MS), revelaron un
comportamiento quimico altamente dependiente de la especie vegetal, la parte anatémica

analizada y el método empleado.
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En el ensayo ABTS (Figura 10), el extracto de pimienta negra mostré la mayor actividad
antioxidante, con 9.646 £ 0.852 mg TE/g MS, seguido por comino con 5.398 + 0.836 mg TE/g
MS y tomillo con 3.111 £ 0.425 mg TE/g MS. Las letras de comparacién multiple indican que las
tres matrices fueron estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), lo que confirma que la

capacidad de neutralizacion del cation radical ABTS<* dependio de la especie vegetal utilizada.

12
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Figura 10. Capacidad antioxidante por ABTS de extractos hidroalcohdlicos de tomillo, comino y

pimienta negra.

En el ensayo DPPH se observé una tendencia similar (Figura 11), aunque con menor separacion
estadistica entre algunas matrices. La pimienta negra presenté nuevamente el valor mas alto,
con 0.5396 £ 0.0806 mg TE/g MS, y fue estadisticamente diferente de comino y tomillo (p <
0.05). Sin embargo, comino y tomillo no presentaron diferencias significativas entre si, con
valores de 0.2637 + 0.0265 y 0.1745 = 0.0391 mg TE/g MS, respectivamente. Esto indica que,
bajo las condiciones evaluadas, la pimienta negra fue la matriz con mayor actividad antioxidante
en ambos métodos, mientras que la diferenciacion entre comino y tomillo fue mas evidente en
ABTS que en DPPH.
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Figura 11. Capacidad antioxidante por DPPH de extractos hidroalcohdlicos de tomillo, comino

y pimienta negra.

La mayor actividad antioxidante de la pimienta negra puede relacionarse con su composicion
fitoquimica compleja. Piper nigrum contiene piperina, compuestos fendlicos, flavonoides y otros
metabolitos secundarios que pueden contribuir a su capacidad de neutralizar radicales libres.
Al-Khayri et al., (2022) reportaron la presencia de compuestos fendlicos, piperina y polifenoles
totales en Piper nigrum, asi como actividad antioxidante asociada a estos metabolitos. Ademas,
estudios recientes sobre extractos etandlicos de pimienta negra han sefialado que el método
de extraccion influye en el rendimiento, la cinética de extraccion y la actividad antioxidante
medida por diferentes ensayos, incluyendo DPPH y ABTS. Esto es congruente con los
resultados obtenidos, donde la pimienta present6 la mayor respuesta antioxidante en ambos

ensayos.

El comino mostré6 una actividad antioxidante intermedia. En ABTS, su valor fue
significativamente mayor que el del tomillo, pero menor que el de la pimienta negra. En DPPH,
aunque el comino presenté un valor numéricamente superior al tomillo, ambos tratamientos
compartieron la misma letra estadistica, lo que indica ausencia de diferencia significativa entre
ellos. Esta respuesta puede atribuirse a que la semilla de Cuminum cyminum contiene

compuestos fendlicos, flavonoides y otros metabolitos antioxidantes, pero su eficiencia de
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reaccion puede variar de acuerdo con el tipo de radical evaluado. Shamsiev et al., (2021)
reportaron que la actividad antioxidante de extractos de comino depende de la concentracién
de etanol, temperatura y tiempo de extraccion, mientras que El Tannir et al., (2024) sefialaron
que los parametros de extraccion influyen directamente en la recuperacion de polifenoles y en
la actividad antirradical determinada por DPPH. Por lo tanto, la respuesta intermedia observada
en comino puede estar relacionada tanto con su composicion como con la selectividad del

sistema hidroalcohdlico empleado.

El tomillo presentd la menor actividad antioxidante por ABTS y un valor bajo por DPPH. Este
resultado puede estar asociado con la naturaleza de la biomasa utilizada, ya que en el presente
estudio se emple6é una mezcla de hojas y tallos. En Thymus vulgaris se han reportado
compuestos fendlicos como acido rosmarinico, acido cafeico y flavonoides, los cuales
contribuyen a su actividad antioxidante; sin embargo, la concentracion de estos metabolitos
puede variar dependiendo de la parte anatomica de la planta, el solvente utilizado y las
condiciones de extraccion. Walasek-Janusz et al., (2025) evaluaron extractos de partes aéreas
de T. vulgaris y reportaron diferencias en el perfil fendlico y la actividad antioxidante, mientras
que otros estudios en especies de Thymus han demostrado que la composicion de metabolitos
secundarios depende fuertemente de la matriz vegetal y del proceso extractivo. La presencia
de tallos en la muestra podria haber reducido la proporcion relativa de tejido foliar rico en

compuestos antioxidantes, explicando parcialmente la menor respuesta observada.

La diferencia entre ABTS y DPPH también debe considerarse en la interpretacion. El ensayo
ABTS puede reaccionar con antioxidantes de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que
DPPH suele presentar mayor sensibilidad hacia ciertos compuestos en medios organicos y
puede responder de manera diferente segun la estructura molecular del antioxidante. Por esta
razon, la literatura recomienda utilizar varios métodos para evaluar extractos vegetales
complejos, ya que cada ensayo posee diferente mecanismo de reaccion, solubilidad y
sensibilidad. En este trabajo, ambos métodos coincidieron en identificar a la pimienta negra
como la matriz con mayor capacidad antioxidante, lo que fortalece su potencial como fuente de
compuestos bioactivos. No obstante, ABTS permitié diferenciar estadisticamente las tres

matrices, mientras que DPPH solo separ6 a pimienta de comino y tomillo.
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En conjunto, los resultados indican que el sistema de extraccion hidroalcohodlica térmica
acoplada a destilacion permitié recuperar compuestos con capacidad antioxidante en las tres
matrices vegetales evaluadas. La pimienta negra presentd el mejor desempeno antioxidante
global, posiblemente por la contribucién combinada de piperina, compuestos fendlicos y otros
metabolitos secundarios. EI comino mostré una respuesta intermedia, coherente con su
contenido fendlico y su potencial antioxidante reportado en la literatura. El tomillo presento la
menor actividad, probablemente influida por el uso de biomasa aérea compuesta por hojas y
tallos. Estos resultados sugieren que la pimienta negra y el comino son las matrices mas
prometedoras para estudios posteriores de optimizacion, estabilidad y aplicacion como

ingredientes antioxidantes naturales en alimentos.

Con el propésito de evaluar si el contenido de fenoles totales se relacioné con la capacidad
antioxidante de los extractos, se realizé un analisis exploratorio de correlacion de Pearson de
manera independiente para cada matriz vegetal. Este analisis se efectud entre las variables FT,
ABTS y DPPH, considerando las tres repeticiones disponibles para tomillo, comino y pimienta

negra.

En el extracto de tomillo, no se observoé asociacion entre FT y ABTS (r = -0.011; p = 0.993), ni
entre FT y DPPH (r = -0.282; p = 0.818). En contraste, la relacién entre DPPH y ABTS presentd
una correlacién positiva alta (r = 0.962), aunque no significativa (p = 0.175). Este
comportamiento sugiere que, dentro de las repeticiones de tomillo, la variacion del contenido de
fenoles totales no explicé directamente la capacidad antioxidante medida por los ensayos
radicalarios. La tendencia positiva entre ABTS y DPPH podria indicar una respuesta
antioxidante coincidente entre ambos métodos, pero debe interpretarse con cautela debido al

bajo numero de observaciones.

En el caso del comino, las correlaciones entre FT y los métodos antioxidantes fueron negativas,
con valores de r = -0.469 para ABTS y r = -0.886 para DPPH; sin embargo, dichas asociaciones
no fueron significativas (p = 0.689 y p = 0.307, respectivamente). Ademas, no se observo
relacion entre DPPH y ABTS (r = 0.006; p = 0.996). Estos resultados indican que, aunque el
comino presentd el mayor contenido de fenoles totales entre las matrices evaluadas, las
pequefas variaciones internas de FT no se asociaron proporcionalmente con los cambios en la

actividad antioxidante. Esto puede deberse a que el método de Folin-Ciocalteu estima la
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capacidad reductora global del extracto, pero no distingue la identidad ni la reactividad

especifica de los compuestos responsables de la inhibicion de radicales.

Para la pimienta negra, las correlaciones entre FT y ABTS (r =-0.394; p = 0.742) yentre FT y
DPPH (r = -0.298; p = 0.808) fueron negativas y no significativas. De igual forma, la relacién
entre DPPH y ABTS fue negativa (r = -0.760; p = 0.450), sin significancia estadistica. Este
comportamiento sugiere que la actividad antioxidante de la pimienta negra no dependio
unicamente del contenido de fenoles totales, sino posiblemente de otros metabolitos presentes
en el fruto, como alcaloides, compuestos aromaticos, terpenoides o compuestos de polaridad
intermedia, los cuales pueden reaccionar de forma diferente frente a los radicales ABTS+" y
DPPH.

En conjunto, el analisis por matriz vegetal mostré que no existieron correlaciones significativas
entre FT, ABTS y DPPH dentro de cada especie. Esto indica que la relacion entre los
indicadores bioactivos depende no solo de la cantidad total de compuestos reductores, sino
también de la naturaleza quimica de los metabolitos presentes en cada extracto. Asimismo,
estos resultados explican por qué el comino presenté el mayor contenido de fenoles totales,
mientras que la pimienta negra mostrd la mayor capacidad antioxidante en los ensayos ABTS
y DPPH.

Es importante sefialar que las correlaciones fueron calculadas con tres repeticiones por matriz,
por lo que deben considerarse como un analisis exploratorio y no como evidencia concluyente
de asociacion. Para establecer relaciones mas robustas entre fenoles totales y capacidad
antioxidante seria recomendable incrementar el nimero de repeticiones, evaluar diferentes
concentraciones de extracto o complementar el analisis con la identificacion de compuestos

individuales mediante técnicas cromatograficas
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VII. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion, enfocada en la obtencion y
caracterizaciéon de extractos hidroalcohdlicos mediante extraccion hidroalcohdlica térmica
acoplada a destilacion de Cuminum cyminum, Piper nigrumy Thymus vulgaris, se establecen

las siguientes conclusiones:

En términos generales, los resultados obtenidos permiten aceptar parcialmente la hipotesis
planteada. Los extractos hidroalcohdlicos de comino, pimienta negra y tomillo presentaron
diferencias importantes en su composicion bioactiva y capacidad antioxidante, evidenciadas por
el contenido de azucares totales, fenoles totales y los ensayos ABTS y DPPH. El comino
destaco por su mayor contenido de fenoles totales y azucares solubles, mientras que la pimienta
negra presenté la mayor capacidad antioxidante frente a los radicales ABTS+* y DPPH. En
contraste, el tomillo mostré la menor respuesta bioactiva, posiblemente influida por la presencia
de tallos en la biomasa aérea procesada. No obstante, los solidos solubles totales y el grado
alcohdlico residual fueron similares entre tratamientos, lo que indica que las diferencias entre
matrices se manifestaron principalmente en la composiciéon quimica especifica y no en todos
los parametros fisicoquimicos generales. Por lo tanto, la matriz vegetal fue un factor
determinante en el potencial antioxidante de los extractos obtenidos mediante extraccion

hidroalcohdlica térmica acoplada a destilacion.
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