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RESUMEN EJECUTIVO

Este estudio evaluo la actividad biologica de los compuestos fendlicos presentes en el extracto etanolico
de Pimpinella anisum (anis verde). Se empleo el método de extraccion Soxhlet utilizando etanol al 96
por ciento, obteniendo un rendimiento del 8 por ciento. Los resultados revelaron una concentracion de
fenoles totales de 76.2 mg GAE por ml. La capacidad antioxidante se evalué mediante los métodos
DPPH y ABTS, mostrando una inhibicion maxima del 66.47 por ciento y 76.32 por ciento,
respectivamente, lo cual indica que los extractos tienen potencial para neutralizar radicales libres.
Ademés, se determino la capacidad antiinflamatoria mediante la desnaturalizacion de albumina de
huevo y albimina bovina, alcanzando inhibiciones maximas de 68 por ciento y 78.48 por ciento
respectivamente. Estos resultados sugieren que los compuestos fendlicos de P. anisum poseen actividad
antioxidante y antiinflamatoria significativa, comparable con otros extractos vegetales. El analisis
estadistico mediante ANOVA y la prueba de Tukey confirmé las diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas. Los hallazgos resaltan el potencial de P. anisum como fuente natural de
compuestos bioactivos con aplicaciones en diversas industrias. Se recomienda realizar analisis mas
detallados para identificar los compuestos especificos responsables de estas actividades bioldgicas y
validar estos resultados in vivo. Asimismo, se destaca la importancia de implementar précticas

sostenibles en el cultivo y recoleccion de la planta para preservar su calidad.

Palabras clave: P. anisum, antioxidantes, antiinflamatorios, fenoles, compuestos bioactivos, DPPH,
ABTS.

Xii



ABSTRACT

This study evaluated the biological activity of phenolic compounds present in the ethanolic extract of
Pimpinella anisum (green anise). The Soxhlet extraction method was used using 96 percent ethanol,
obtaining a yield of 8 percent. The results revealed a total phenol concentration of 76.2 mg GAE per
ml. The antioxidant capacity was evaluated by the DPPH and ABTS methods, showing a maximum
inhibition of 66.47 percent and 76.32 percent, respectively, indicating that the extracts have the potential
to neutralize free radicals. In addition, the anti-inflammatory capacity was determined by denaturation
of egg albumin and bovine albumin, reaching maximum inhibitions of 68 percent and 78.48 percent
respectively. These results suggest that the phenolic compounds of P. anisum possess significant
antioxidant and anti-inflammatory activity, comparable with other plant extracts. Statistical analysis
using ANOVA and Tukey's test confirmed significant differences between the tested concentrations.
The findings highlight the potential of P. anisum as a natural source of bioactive compounds with
applications in various industries. Further detailed analysis is recommended to identify the specific
compounds responsible for these biological activities and validate these results in vivo. The importance
of implementing sustainable practices in the cultivation and harvesting of the plant to preserve its quality

is also highlighted.

Keywords: P. anisum, antioxidants, anti-inflammatories, phenols, bioactive compounds, DPPH, ABTS.
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CAPITULO L.- MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Anis Verde (Pimpinella anisum)

Tabla 1.

Taxonomia de Pimpinella anisum

Caracteristica Descripcion
Nombre cientifico Pimpinella anisum L.
Familia Apiaceae (Umbeliferas)
Division Magnoliaphyta
Reino Plantae
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales
Género Pimpinella

(De Oliveira et al., 2020)

Pimpinella anisum conocida comunmente como anis verde pertenece a la familia herbarea Apiaceae
siendo una planta de las mas antiguas ubicada en Asia, Europa, América y Africa. Esta hierba herbacea
contiene flores blancas cordiformes de 30 a 50cm de altura y sus semillas endémicas son de color verde
tornandose un poco a amarillo, tiene un olor aromatico y sabor dulce la cual crece en todos los
continentes. El P. anisum contiene un porcentaje del 2 al 6% de aceite esencial el cual se encarga de su
olor y sabor, ha sido usado en distintas industrias. Su principio activo se encuentra principalmente en

los frutos de la planta (Nassar et al., 2021).

Figura 1.

Pimpinella anisum




El componente mas importante que contiene P. anisum es el anetol (75-90%), su rendimiento y
contenido varia dependiendo de su gegggnotipo, las condiciones ambientales, especificamente por la
manipulacion agricola como el riego, la cantidad de plantaciones, los fertilizantes y la época de siembra

(Spinozzi et al., 2023).

En Arabia Saudita se llevd a cabo una investigacion utilizando extracto de P. anisum (PAE) para
disminuir las contracciones uterinas en ratas prefiadas de laboratorio. Los resultados obtenidos
demostraron que la aplicacion de PAE reprimi6 la actividad uterina dependiente de la concentracion,
logrando que las contracciones desaparecieron con la concentracion mas alta equivalente a 7mg/mL.
Este estudio demuestra, por primera vez, el efecto tocolitico sobre las tiras uterinas aisladas en ratas
prefiadas, provocando relajacion de manera dependiente de las concentraciones aplicadas (Alotaibi,

2019).

Irén ha investigado el extracto de P. anisum para el aumento del volumen de leche materna y del peso
en el lactante prematuro en un ensayo clinico controlado aleatorizado en poblaciones humanas. Desde
el dia 4 hasta el 7 el volumen promedio de leche en el grupo de intervencion fue significativamente
relevante ante el grupo placebo y control, mientras que en el grupo del peso de los bebes prematuros no
se evidencio un cambio significativo. Estos hallazgos obtenidos demuestran que P. anisum es un buen
tratamiento ante la falta de leche materna que no reporta efectos secundarios especificos en su uso,
puede integrarse en la dieta de la madre de manera facil, economica y efectiva cuando sea apropiado,

buscando el beneficio de la nutricion del bebé (Khalili et al., 2023).

Es-safi et al., (2021), mencionan que los hallazgos encontrados en el extracto de P. anisum tienen un
potencial prometedor como alternativa natural para el uso en tratamientos de depresion y ansiedad, el
mecanismo de accion podria tener relacion con los sistemas monoaminérgicos, lo cual es un resultado
alentador al ser usado en tratamientos preclinicos presentando seguridad y eficacia para complemento
o alternativa en tratamientos farmacologicos convencionales siendo un avance significativo en el campo

de la farmacologia

Desde la antigiiedad P. anisum ha sido usado en la medicina tradicional como también en la
convencional y la industria farmacéutica. Algunos de los compuestos mas importantes que se
encuentran son cumarinas, lipidos, flavonoides, proteinas y carbohidratos. Otros estudios recientes
demuestran que el extracto de P anisum contiene actividades antioxidantes, antibacterianas,
antifiingicas, anticonvulsivas, antiinflamatorias, analgésicas, antidiabéticas y antivirales (Sun et al.,

2019).



1.1.2. Medicina tradicional en Ecuador

En el ecuador la practica de medicina tradicional ha sido muy ancestral, la cual integra conocimientos
y rituales de distintas culturas indigenas como en los pueblos andinos y amazonicos. La practica de
estas tradiciones intenta armonizar a las personas con la naturaleza, con toda la sabiduria que les han
transmitido de generacion en generacion. En el 2008 la constitucion ecuatoriana reconoce y protege en
varios articulos el conocimiento y las practicas de la medicina ancestral valorando la diversidad cultural

del pais (Gallegos Zurita, 2016).

Ecuador es multi biodiverso el cual dispone de un amplio rango de especies con potencial medicinal,
muchas se encuentran amenazadas por la deforestacion y el cambio climatico. Estudiar la composicion
quimica es crucial para poder conservar las distintas especies y poder llegar a garantizar su uso

sostenible.

1.1.3. Importancia de las pantas medicinales

Los recursos naturales como las plantas medicinales son utilizados ampliamente por la diversidad
bioldgica y la riqueza en los compuestos que cada una de ellas contienen. Las plantas de las distintas
regiones poseen propiedades terapéuticas que tratan enfermedades y promueven mejorar la salud. Las
propiedades que tiene las plantas se deben gracias a los compuestos bioactivos que presentan como son

los alcaloides, flavonoides, taninos, entre otros (De Oliveira et al., 2020).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) dice que el 80% de la poblacion depende del uso de plantas
medicinales mediante la medicina tradicional. Gracias a las practicas ancestrales realizadas en
comunidades tradicionales que habitan en las zonas rurales. El estudio de estas practicas ha demostrado
que son usadas de manera terapéutica en forma de infusiones, aplicaciones topicas, bafios calientes,

limpieza de heridas, todos estos usos no tienen dosis estandarizadas (Tinitana et al., 2016).

1.14. Componentes bioactivos de la planta

Todas las plantas generan componentes bioactivos que contienen de forma natural sustancias quimicas
activas en reducidas proporciones y con variacion de concentraciones que estan ubicadas en la matriz
celular las cuales poseen efectos beneficiosos para la salud humana. Estos compuestos no cumplen un
papel esencial para la supervivencia de la planta, pero si tiene funciones protectoras para defenderse

contra depredadores, infecciones y estrés por el ambiente(Diniz do Nascimento et al., 2020).



Tabla 2.

Compuestos bioactivos presentes en P. anisum

Componente Bioactivo Propiedades Principales

Alcaloides Analgésicas, antiespasmodicas,

sedantes, antimicrobianas

Flavonoides Antioxidantes, antiinflamatorias,

protectoras cardiovasculares

Terpenos Antiinflamatorias, antimicrobianas,
anticancerigenas

Taninos Astringentes, cicatrizantes,
antimicrobianas

Saponinas Expectorantes, inmunoestimulantes,
hipocolesterolémicas

Aceites esenciales Relajantes, antisépticos,
antiinflamatorios

Glicosidos Cardiotonicas, laxantes,
antiinflamatorias

Fenoles Antioxidantes, antisépticos,
anticancerigenos

Acidos organicos Digestivos, antimicrobianos,
desintoxicantes

(Shojaii & Abdollahi Fard, 2012)

Los componentes bioactivos descritos en la Tabla 2. al tener esta interaccion en las plantas realiza un
efecto sinérgico que ayuda aumentar su eficacia terapéutica, permitiendo que el uso en la medicina
tradicional sea una herramienta valiosa para el tratamiento y prevencion de diversas enfermedades, es
por ello que la industria farmacéutica se encuentra en una de las industrias mas beneficiadas debido a
las multiples funciones fisiologicas de los metabolitos, los cuales podrian ser aprovechados para crear

productos dirigidos a tratamientos para diversas patologias (Kayanan & Sagum, 2021).



1.1.5. Estrés oxidativo

Cuando hay un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y la capacidad del
cuerpo para neutralizarlas mediante antioxidantes se puede decir que ocurre el estrés oxidativo en los
seres humanos por la produccion incontrolable de radicales libres de oxigeno que dafian las
macromoléculas que hacen que los procesos celulares cambien (Luna-Ortiz et al.,, 2024). Estas
moléculas inestables que se generan mediante procesos metabdlicos normales como en la respiracion
celular y pueden llegar a tener un aumento significativo debido a factores externos como el
sedentarismo, la contaminacion, los malos hébitos y la radiacion ultravioleta. Cuando las especies
reactivas de oxigeno se llegan a acumular empiezan a atacar componentes esenciales como los lipidos,
proteinas y al ADN, lo que provoca un dafio celular y disfuncién en los tejidos (Morais de Sousa et al.,

2023).

Las enfermedades degenerativas y cronicas como cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas como el Alzheimer y Parkinson se encuentran vinculadas al dafio asociado con el
estrés oxidativo. El sistema del cuerpo humano tiene sistemas que contienen antioxidantes naturales,
como las enzimas superoxido dismutasa y catalasa, como también tiene antioxidantes no enzimaticos
como la vitamina C y el glutation. Considerando que el estrés oxidativo es capaz de superar estas

defensas ( Monteiro et al., 2023).

1.1.6. Extraccion de compuestos bioactivos

El proceso de extraccion de compuestos bioactivos es esencial para obtener sustancias quimicas que
contienen propiedades beneficiosas como antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, entre otros
efectos terapéuticos. Estos compuestos pueden encontrarse en fuentes naturales como plantas,
microorganismos, subproductos de origen animal. Tanto la extracciéon como la purificacion de estos son
fundamentales en varias industrias especialmente en la industria farmacéutica, cosmética, alimentaria y
agricola, por lo que, los compuestos bioactivos pueden ser usados en la produccion de medicamentos,
suplementos nutricionales y productos de cuidado personal. Las técnicas de extraccion que se pueden
aplicar son diversas y varian dependiendo de las caracteristicas del compuesto deseado y de la matriz

en donde estd ubicado (Kaufmann & Christen, 2002).

Para realizar la extraccion de compuestos existen métodos convencionales y no convencionales, los

métodos convencionales pueden ser por maceracion, percolacion y extraccion Soxhlet, son eficaces



pero el proceso es més tardio y requiere de més solvente, por lo que se incrementa el costo y el impacto
ambiental. Los métodos no convencionales con técnicas modernas como la extraccion con ultrasonido,
microondas, fluidos mega criticos necesitan minimo consumo de disolvente son considerados con un

alto indice de efectividad para compuestos bioactivos (Majid et al., 2023).
1.1.6.1 Maceracion

Esta técnica es utilizada porque su extraccion es sencilla y econdmica, pero de largo tiempo de proceso
para la extraccion de los compuestos bioactivos mediante la inmersién del material vegetal en un
solvente como agua, alcohol, éter, etc. Algunos factores que influyen en la efectividad de este método

es la materia prima, el solvente y el tiempo (Tambun et al., 2021).

1.1.6.2 Percolacion

Este método ha sido usado mas en las industrias especificamente para extraer compuestos solubles de
materiales so6lidos. En este extractor se usa un solvente que pasa por el material en forma continua, este
método es eficiente, consume bajo solvente, es sencillo y econdomico, pero requiere de mucho tiempo

para su proceso y puede ser afectado su proceso por la temperatura (Shejawale et al., 2022).
1.1.6.3 Extraccion soxhlet

Esta técnica tradicional ha sido usada ampliamente para la obtencién de compuestos bioactivos de
fuentes naturales. Este método funciona por medio de reflujo y utiliza el disolvente caliente para que
los componentes de interés se disuelvan. La extraccion es eficiente y continua, la cantidad de disolvente

a usar es moderada; requiere tiempo y supervision durante su proceso (Torres-Rodriguez et al., 2024).
1.1.6.4 Ultrasonido

Esta técnica moderna mas conocida como extraccion asistida por ultrasonido, usa la energia ultrasonica
para incrementar el proceso de la extraccion y obtencion de compuestos bioactivos o quimicos de la
muestra analizar. Es una técnica rapida, eficiente y econdémica usada en industrias farmacéuticas,

alimentarias y ambientales (Kayanan & Sagum, 2021).
1.1.6.5 Microondas

Este método de extraccion ofrece ventajas sobre los métodos tradicionales, para el método de
microondas se aplica calor de forma directa a la muestra lo que permite que la extraccion sea rapida y
eficiente para su obtencion mejorando la solubilidad y la difusion al obtener los compuestos deseados,
por lo tanto, el volumen de disolvente serd minimo siendo una técnica considerada respetuosa para el

medio ambiente (Ferrara et al., 2023).

Todos los métodos de extraccion permiten la separacion, caracterizacion y evaluacion de la actividad

bioldgica de los compuestos quimicos para etapas posteriores (Chemat et al., 2012).



1.1.7. Actividad antioxidante de compuestos bioactivos

La actividad antioxidante contribuye a la neutralizacion de los radicales libres como también ha evitar
o disminuir el dafo oxidativo en los sistemas bioldgicos y productos generados de la reaccion volatiles
que podrian perjudicar a pacientes que tienen enfermedades metabolicas, evitando de esta forma una
oxidacion descontrolada, la eficacia antioxidante depende de algunos factores como la estructura
quimica, las condiciones en el medio que interactia (pH y temperatura), la presencia de otros

compuestos y la interaccion con especies reactivas especificas (Diniz do Nascimento et al., 2020).

Por lo tanto, se utilizan métodos in vitro para evaluar la capacidad antioxidante de diversas sustancias
biologicas. Estos métodos se fundamentan en ensayos colorimétricos que miden la interaccidon entre

moléculas bioactivas y radicales libres, los cuales en el proceso son neutralizados (Niki, 2021).

El ensayo DPPH, basado en el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, es uno de los métodos usados
mas ampliamente para la determinacion de la capacidad antioxidante. Este ensayo permite determinar
la habilidad de los compuestos bioactivos presentes en una muestra bioldgica para neutralizar dicho
radical por medio de la donacion de un electrén o un atomo de hidrégeno (Sirivibulkovit et al., 2018).
El radical DPPH es un compuesto organico nitrogenado caracterizado por su color purpura oscuro, este
al interactuar con un compuesto antioxidante va a reducir el radical a su forma no reactiva, el cual va a
producir un cambio de color a amarillo intenso. Este cambio es facilmente detectable en la region visible

del espectro, medible a una absorbancia de 515 nm (Flieger & Flieger, 2020).

Otro método ampliamente utilizado para evaluar la capacidad antioxidante de diversos compuestos es
el ensayo ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)). Este procedimiento se basa por su
capacidad de neutralizar un radical catidnico estable de color verde azulado, generado mediante la

oxidacion del ABTS en presencia de un agente oxidante (Zou et al., 2019).

1.1.8. Actividad antiinflamatoria

Los compuestos bioactivos, reconocidos por sus destacadas propiedades antinflamatorias, han captado
un gran interés cientifico, lo que ha impulsado su investigacion por parte de las industrias farmacéuticas

y cosméticas. Estas propiedades, que se encuentran presentes en las plantas medicinales, desempefian
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un papel importante en la reduccion de la inflamacion asociada a diversas enfermedades. Esto se da
mediante la interaccion con multiples vias y mediadores celulares, por medio de fitoquimicos como
flavonoides, alcaloides, terpenoides, entre otros, que influyen en procesos celulares y moleculares

especificos (Azab et al., 2016).

Por este motivo, se han desarrollado anélisis in vitro para evaluar la capacidad antinflamatoria de
sustancias biolodgicas de interés. Lo que se desea buscar con estos métodos determinar tanto la eficacia
como la seguridad de dichas sustancias antes de avanzar a pruebas en modelos animales o ensayos
clinicos en seres humanos. Los estudios in vitro permiten analizar como actiian las sustancias con
células y tejidos a nivel molecular, originando informacion valiosa sobre su potencial terapéutico como
también posibles efectos secundarios. Asimismo, estos andlisis preliminares son fundamentales para
encontrar las dosis optimas y comprender los mecanismos de accion, lo que contribuye al disefio de

tratamientos mas eficaces y seguros contra la inflamacion.

1.2.Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar la actividad biologica de los compuestos bioactivos fenolicos del extracto etandlico de anis

(Pimpinella anisum).

1.2.2 Objetivos especificos

e Cuantificar los compuestos bioactivos fendlicos del extracto etanolico de anis.

e Analizar la capacidad antioxidante existente en los compuestos bioactivos fenolicos del
extracto etanolico de anis.

e Evaluar la capacidad antiinflamatoria en los compuestos bioactivos fenolicos del extracto

etanodlico de anis.



CAPITULO II.- METODOLOGIA.

2.1. Materiales

Este trabajo de titulacion tuvo un enfoque experimental y se desarrolld en los laboratorios académicos
de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de
Ambato. En la Tabla 2, se detalla los reactivos, material fungible y equipos empleados a lo largo de la
investigacion.

Tabla 3.

Materiales y recursos del proyecto de investigacion.

Material Cantidad
Reactivos

Reactivo de Folin-Ciocalteu 50mL
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo o DPPH 19
Acetato de potasio 49
Metanol 1L
Etanol 96% 1L

PBS 100mL
Acido galico 1g
Solucion tampon trolox 1g
Agua destilada 4L
BSA 1g

Materiales e insumos

Matraces erlenmeyer (250mL) 5




Dedales
Matraces aforados (25mL)
Vaso de Precipitacion (1000mL)
Papel filtro
Frascos ambar
Tubos falcon (50mL)
Papel aluminio
Papel absorbente

Paquete de fundas ziploc

Plancha de calentamiento
Pipetas graduadas (5mL-25mL)
Caja de Puntas de micropipeta (100-1000uL)
Tubos eppendorf
Tubos falcon
Huevos frescos

Diclofenaco

Equipos

Refrigerador (Indurama, Gm-r5056yvq,

Cuenca, Ecuador)
Centrifuga (GEMMY, PLCO5, Taiwan)

Espectrofotometro (Fisher Scientific
AccuSkan Go, Esparfia, Madrid)
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Balanza analitica (Mettler Toledo, 1
MS303SE, Canadd)

Soxhlet 1
Rotoevaporador (Eyela, OSB-2100, USA, 1
NY)
Incubadora (Memmert, IN30, Alemania, 1
Nuremberg)

2.2. Hipoétesis

2.2.1. Hipétesis nula

El extracto etan6lico de P. anisum no presenta actividad bioldgica.

2.2.2. Hipétesis alternativa
El extracto etandlico de P. anisum presenta actividad biolégica.

2.3. Métodos

2.3.1. Obtencion del material vegetal

El material vegetal utilizado se obtuvo a través de la gestion del proyecto de vinculacion con la sociedad.
La Asociacién Flor Andina, ubicada en Illagua Chaupiloma (N-1,219836, E-78,714378) a una altitud
de 3460 m.s.n.m., en donde se realiza el procesamiento de la planta en etapa madura, luego de ello, la
materia prima que es recolectada se sometié a un proceso de deshidratacion a una temperatura de 35 °C
durante tres dias, una vez cumplida el proceso de deshidratacion las muestras se trituraron usando un

molino, obteniendo asi la materia prima utilizada en la presente investigacion.

2.3.2. Obtencion del extracto
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Se empled el método de extraccion Soxhlet para obtener el extracto. En el tubo extractor se colocaron
20 g del material vegetal; mientras que, 300mL de etanol al 97% (disolvente) se colocé en el balon de
destilacion junto con cuatro perlas de ebullicién. Con ayuda de una plancha de calentamiento, se ajusto
la temperatura de 70 °C para permitir el flujo del agua hacia el condensador, posteriormente, luego de
un periodo de doce horas y diez etapas de extracto realizadas se recolecto el extracto. Posteriormente,
para eliminar el etanol se us6 un rotaevaporador a una temperatura entre 40 a 60 °C. Finalmente, las
muestras obtenidas se almacenaron en frascos de vidrio &mbar y se conservaron bajo refrigeracién.

Para determinar el porcentaje de rendimiento se emple6 la Ecuacion 1 (Bensaad et al., 2021).

L masa extracto
% Rendimiento = * 100
masa muestra

Ecuacion 1. Determinacion del porcentaje de rendimiento.

Después de obtener el extracto de P. anisum, se prepard una solucién madre disolviendo en 100 mL 1g
del extracto puro en 100 mL de agua destilada. A partir de esta solucidn se procedié a mezclar 1 mL de
extracto para preparar diluciones a concentraciones de 1:10, 1:100 y 1:1000. Estas concentraciones se

emplearon en todos los ensayos posteriores.

2.3.3. Fenoles totales

Para determinar el contenido de fenoles totales en el extracto obtenido, se utilizé una placa de micro
titulacion de 96 pocillos. Se mezclaron 100 pL de la muestra con 100 pL del reactivo Folin-Citocalceu
al 10%. Tras dejar en repos durante 3 min, se afiadieron 300 uL de carbonato de sodio al 2% y 4.5 mL
de agua destilada. La mezcla de la placa fue colocada en un local oscuro a temperatura ambiente durante
2 horas. Posteriormente, se midié la absorbancia a una longitud de onda de 760 nm. La curva de
calibracion se realizé por triplicado usando &cido galico como estandar, con concentraciones de 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 ppm. Como blanco, se prepard un tubo con la misma mezcla de reactivos,

sustituyendo el extracto por agua destilada (Barahona et al., 2015).

12



2.34. Capacidad antioxidante

2.34.1. Meétodo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).

Se prepar6 una solucion madre del reactivo DPPH a una concentracion de 150 pM, pesando 0.0059 g
de DPPH vy disolviéndolos en 100 mL de una solucién metanol-agua 80/20 (%v/v). La mezcla fue
agitada de 35 a 40 minutos para asegurar una disolucion completa. Asimismo, se prepard una solucion
del reactivo Trolox a una concentracion de 500 uM para generar una curva de calibracion, disolviendo
0.0125 g de Trolox en 100 mL de una solucién metanol-agua 80/20 (%v/v), seguido de un proceso de
agitacion (Reyes et al., 2013). A partir de esta solucion madre, se realizaron diluciones para obtener
concentraciones de 7.8, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm. En una placa de 96 pocillos se distribuyeron
el blanco, el control y el extracto segun el siguiente esquema:

Blanco: 180 uL de solucion metanol-agua 80/20 (diluyente del DPPH) + 20 uL agua destilada.
Extracto: 180 uL de solucion DPPH + 20 pL extracto diluido.

Control: 180 uL de solucion DPPH + 20 uL Trolox.

Las mezclas fueron agitadas vigorosamente y se dejaron reposar a temperatura ambiente en la oscuridad
durante treinta minutos en una placa de 96 pocillos. Pasado este tiempo, se midi6 la absorbancia de las
muestras a una longitud de onda de 517 nm empleando un espectrofotometro UV-Vis (Reyes et al.,

2013). La actividad antioxidante fue calculada utilizando la Ecuacion 2.

s s Am - Ab
%Inhibicion dpph = [1 - (—)] * 100
Ac - Ab

Ecuacidn 2. Determinacién del porcentaje de inhibicion de DPPH.

En donde:
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A,, = Absorbancia de la muestra
A, = Absorbancia del control

A, = Absorbancia del blanco

2.3.4.2. Meétodo de ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)).

Para este método se prepar6 una solucién de ABTS a una concentracién de 7 mM del reactivo en agua
destilada, mezclando 0.0033 g de persulfato de potasio 2.45 mM con 0.0194 g de ABTS. La mezcla se
dejo reposar durante 16 horas en un lugar oscuro a temperatura ambiente, con el objetivo de estabilizar
los radicales. Para medir la capacidad antioxidante, la solucién que estaba en reposo se diluyé etanol al
95% hasta alcanzar una absorbancia de 0.7, donde, la longitud de onda se midi6 a 734 nm.
Posteriormente, se mezclaron 180 uL de la solucion ABTS con 20 uL del extracto de P. anisum y se
incubaron en oscuridad por 30 minutos. Al término de este periodo, se registro la absorbancia de la
muestra a 734 nm (Gutiérrez et al., 2020). La curva de calibracion se realiz6 por triplicado con cada
muestra a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 ppm. La actividad antioxidante fue calculada

utilizando la Ecuacion 3.

A.—A
% inhibicion = ———= % 100
c

Ecuacion 3. Determinacion del porcentaje de inhibicion.
En donde:

A,, = Absorbancia de la muestra

A. = Absorbancia del control
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2.3.5. Capacidad antiinflamatoria

2.3.5.1. Desnaturalizacion de albumina de huevo.

Se selecciond un huevo de gallina fresco y se sometid a un proceso de desinfeccion utilizando cloro al
0.1% y etanol al 97% para poder garantizar su uso adecuado (Bensaad et al., 2021). La clara se separ6
cuidadosamente en un vaso de precipitacion. Al que se le afiadieron 100 mL de agua destilada, con
ayuda de una varilla de agitacion se obtuvo un precipitado de ovoalbiminas, que luego fueron
centrifugadas en una centrifuga ROTINA 380 a 4000 r.p.m. durante 20 minutos guardando el

sobrenadante que contenia ovoalbimina el cual se conservé para su posterior uso.

En un tubo de ensayo se mezclaron 2 mL de albumina de huevo con 2.8 mL de la solucion salina
tamponada con fosfato (pH 6.4) y 2 mL del extracto a analizar, se empled el agua destilada como
control, las muestras fueron incubadas a 37 °C durante 15 minutos, tras lo cual se midi6 su absorbancia
a 660 nm, posteriormente se indujo la desnaturalizacion de las proteinas mediante calentamiento en
bafio maria a 70 °C durante 5-10 minutos, permitiendo que las muestras se enfriaran al finalizar. La
turbidez se midié en un espectrofotdémetro a 660nm. De manera similar, se evalué la absorbancia del
control positivo diclofenaco a una concentracién de (1mg/ml), con el fin de verificar la capacidad

antiinflamatoria de las muestras con la Ecuacion 4 (Dharmadeva et al., 2018).

Ay — A
%Inhibicién = [1 — (Am—Amz)] £ 100
¢~ Am2

Ecuacion 4. Determinacion del porcentaje de inhibicion.

En donde:
A, = Absorbancia del control (albimina desnaturalizada)
A, = Absorbancia de la muestra desnaturalizada

Ao = Absorbancia de la muestra sin desnaturalizar
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2.3.5.2. Desnaturalizacion de la albumina bovina (BSA).

En un tubo de ensayo se mezclaron 0.45 mL de albimina bovina con 0.05 mL de solucion salina
tamponada con fosfato (pH 6.4) y 2 mL del extracto vegetal a analizar, como control se utilizé agua
destilada. Las muestras fueron incubadas a 37 ° durante 15 minutos, posteriormente, se indujo la
desnaturalizacion de las proteinas sometiéndolas a un bafio maria a 70 °C durante 5-10 minutos, una
vez culminado este proceso se dejaron enfriar (Belahcene et al., 2023). Finalmente, la turbidez de la
muestra se determin0 en el espectrofotometro a una longitud de onda de 660 nm. De igual forma, el
control positivo que contiene diclofenaco se evalué con la absorbancia a una concentracion de
(Img/ml), con el objetivo de verificar la capacidad antiinflamatoria de los extractos mediante la

ecuacion 5 (Varghese et al., 2024).

_At

o Ac
%Inhibicion = * 100

Ecuacion 5. Determinacion del porcentaje de inhibicion.

En donde:
A, = Absorbancia del control (albumina)
A; = Absorbancia en presencia de extracto/diclofenaco
2.3.6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos durante el experimento se realizé utilizando el software
InfoStat/L. Para ello, se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) con el objetivo de identificar la
existencia de diferencias significativas entre los grupos de datos. Al identificar tales diferencias, se
aplicé la prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%, lo que permitié determinar con precisién

entre que grupos se presentaban las discrepancias entre valores.
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis y discusion de los resultados.

3.1.1. Fenoles

La extraccion de P, anisum se realiz6 utilizando etanol al 96% como solvente, empleando 20 gramos de
muestra. El rendimiento obtenido fue calculado conforme a la Ecuacion 1 descrita en la metodologia,
alcanzando un valor del 8 %; el cual fue comparado con el estudio realizado por (Sukasri et al., 2023),
donde se empled un procedimiento similar con etanol al 90% y 100 g de muestra, obteniendo un
rendimiento del 4,72%. Esta diferencia podria atribuirse a el tiempo de extraccion y el numero de ciclos
dados en el equipo soxhlet por lo que en este estudio se realiz6 en 5 horas con 5 ciclos a diferencia del
estudio realizado que se tomo un tiempo de duracion de 12 horas con 10 ciclos. Ademas, factores
ambientales como la temperatura, que influye en el desarrollo de la planta, o a la altitud de la region
donde se recolectd la planta y la etapa de crecimiento en la que fue recolectada, ya que es sabido que
las plantas cultivadas a mayores altitudes tienden a producir mayor cantidad de metabolitos secundarios,

posiblemente como una estrategia de adaptacion a condiciones ambientales mas extremas.

Figura 2.

Concentracion de fenoles totales en el extracto de P. anisum.

Fenoles totales

80
70
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20
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mgGAE/g extraacto

0,10 1/100 1/1000
m Fenoles totales 76,2 41,9 22,7

En la presente investigacion se determind la cantidad de fenoles totales presentes en el extracto obtenido
de la planta P. anisum usando como estandar el 4acido galico. Este método ha sido usado en la literatura
cientifica, ya que permite cuantificar los compuestos fendlicos por medio de la reaccion de Folin-
Ciocalteu, dando resultados en equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mgGAE/g) (Pérez

et al., 2023).
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Los resultados obtenidos indican que el contenido fenolico de P. anisum se encuentra dentro de los
rangos reportados en anteriores estudios. En su estudio, Chaquilla Quilca et al., (2019) mencionan
que, el extracto obtenido mediante Soxhlet en una region de Iran presenta principalmente trans-anitol
con un porcentaje entre el 80 y 90 %, ademas también se encontraron componentes de terpinol,
metilcavicol y linalol con una proporcién minima, entre otros compuestos que pertenecen al grupo de
los fenoles, por lo que la cantidad reportada por los autores fue de 73.50 mg GAE/mL, mientras que el

valor obtenido en el de fenoles totales presente estudio es 76.2 mg GAE/ml.

Diversos factores han influenciado la cantidad de fenoles totales presentes en extractos vegetales, la
variedad de la planta, la técnica de extraccion y el método de analisis usado. El rendimiento puede ser
negativo cuando se usa soluciones hidrofilicas, por lo que los compuestos fenolicos tienen una menor
solubilidad en el agua, en un estudio de Salvia fomentosa se produjo un rendimiento de 275 y 200 mg

de acido galico por gramo de muestra (Cortazar et al., 2019).

En comparacion con el estudio de Attia et al., (2022) se utiliz6 una metodologia similar a la utilizada
en el presente estudio, pero con una variedad distinta de anis (/llicium verum), evidenciando un
contenido fendlico mayor. Esto propone que factores como la composicion genética de la planta, el
estado de madurez al momento de la cosecha y las condiciones agroclimaticas pueden

significativamente influir en la acumulacion de los compuestos fendlicos.

3.1.2. Capacidad Antioxidante

Tabla 4.
Capacidad antioxidante mediante DPPH.

Concentraciones mgTE/g de extracto % Inhibicion
1/10 mg/ml 446,11%+1,64 66,47%+0.70
1/100 mg/ml 371,66°+1,35 41,09°+0.65
1/1000 mg/ml 295,55¢+1,29 15,15+1.39

En cuanto a la actividad antioxidante, Ghlissi et al. (2020) mencionan que P. anisum posee una
concentracion rica en compuestos fenolicos, los cuales son potentes agentes antioxidantes gracias a su
capacidad de donar electrones y eliminar los radicales libres de forma directa; es asi, que en su

investigacion reportan una capacidad antioxidante del 69.4 % en su dosis mas alta. Dicha actividad
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antioxidante es comparada con lo obtenido en el presente estudio, como se observa en la Tabla 4 se
obtuvo una capacidad antioxidante del 66.47 % en la concentracion mas alta mediante el método de

DPPH.

Por otro lado, Basheer et al. (2023) mencionan en su estudio que la actividad antioxidante del extracto
de P. anisum es dependiente de su concentracion, por lo cual, en sus resultaros reportan una actividad
antioxidante del 84.9 % mediante la reducciéon de DPPH; la diferencia ligeramente mayor con lo
reportado en la Tabla 4 del presente estudio puede atribuirse al extracto usado, la cantidad de agentes
antioxidantes presentes y la calidad de estos. Dicha actividad antioxidante puede suponer un

complemento para reducir aquellas enfermedades causadas por los radicales libres.

También en su investigacion Amer & Aly (2019) mencionan que el extracto etanolico de las semillas
de P. anisum tiene una mayor actividad antioxidante, es asi, que sus resultados obtenidos reflejan una
capacidad antioxidante del 91.3 %, al comparar el resultado registrado por los investigadores y los
resultados obtenidos en el presente estudio (Tabla 4); se puede inferir que la dicha diferencia se debe a
que tanto la semillas, hojas, tallo y flores de P. anisum presentan una actividad antioxidante variable,
sin embargo, dicha capacidad de reduccion de los radicales libres se encuentra presente en la especie

vegetal estudiada.

Tabla 5.
Capacidad Antioxidante mediante ABTS.

Concentraciones EQmgTrolox/g de extracto % Inhibicién
76,32%+0,52

1/10 mg/ml 702,75%+2,13
b 32,837+0,58

1/100 mg/ml 328,84°+0,94
10,57¢+0,73

1/1000 mg/ml 149,46°+1,53

El ensayo con ABTS es un método ampliamente utilizado para evaluar la actividad antioxidante, basado

en la eliminacion del radical libre ABTS*. Este enfoque combina mecanismos de transferencia de
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hidrégeno (HAT) y transferencia de electrones (SET), lo que lo hace versatil y aplicable tanto para
compuestos hidrofilicos como lipofilicos, ampliando su utilidad en el analisis de diversas matrices

antioxidantes (RI, 2018)

En un estudio realizado en la Reptblica Checa, se obtuvo una inhibicion del radical ABTS del 92.80%,
lo que refuerza el destacado potencial antioxidante de Pimpinella anisum. En comparacion, los valores
obtenidos en el presente estudio, el cual mostrd una inhibicion del 76.32%. Estas diferencias podrian
atribuirse a la variabilidad en el contenido de compuestos fenolicos y flavonoides, los cuales
desempefian un papel clave en la capacidad antioxidante de la planta. Estos compuestos tienen la
capacidad comprobada de donar electrones o hidrogenos a los radicales libres, estabilizandolos y

previniendo asi el dafio oxidativo asociado (Topé¢agic et al., 2022).

Figura 3.
Actividad Antioxidante de P. anisum mediante reduccion del radical DPPH vs. el radical ABTS.

DPPH vs ABTS
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m DPHH 66,5 41,1 15,2
mABTS 76,7 32,1 10,7

% de Inhibicion
mDPHH m ABTS

La Figura 3 demuestra la actividad antioxidante, la cual, depende de la concentracion del extracto. Esto
implica que, a mayor concentracion, se obtiene una actividad antioxidante mas elevada. Patrignani et
al. (2023) mencionan que, el método DPPH se utiliza principalmente para analizar la actividad
antioxidante en sistemas lipofilicos, mientras que el método ABTS es més versatil y permite evaluar
tanto sistemas lipofilicos como hidrofilicos. El ensayo de ABTS nos refleja un porcentaje de inhibicion
mas alto (76,7%) en comparacion con el DPPH (66,5%). La diferencia que se presenta puede ser
atribuida a la influencia de los compuestos lipofilicos que actuan de manera distinta en cada uno de los

métodos, llegando asi a favorecer al ensayo ABTS.
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3.1.3. Capacidad Antiinflamatorio

Desnaturalizacion de albumina de huevo (DAH)

Tabla 6.

Actividad antiinflamatoria de P. anisum mediante desnaturalizacion de la albumina de huevo.

Concentracion del % de Inhibiciéon % Inhibicion del
extracto AH Diclofenaco
1/10 mg/ml 68.0%+ 0,54 93,15% +0,05
1/100 mg/ml 43.3P+1,63 57,12P+1,39
1/1000 mg/ml 28.64°+1,06 39,03¢+0,62

En el estudio de Kpemissi et al. (2023), determinaron la actividad antiinflamatoria del extracto

etanolico de C. micranthum mediante un ensayo de estabilizacion de la membrana de gldbulos rojos,

obteniendo una inhibicion del 68.30%. Este método es comparable al ser también utilizado en el

presente estudio, aunque aplicado a una planta diferente. Los resultados muestran similitud, ya que en

el ensayo de desnaturalizacion de albumina de huevo realizado con el extracto de P. anisum, se alcanzd

una actividad antiinflamatoria del 76.20% como se indica en la tabla 6. Esto sugiere que la

determinacion de la actividad antiinflamatoria de la desnaturalizacion de la albumina de huevo es un

método ampliamente utilizado en la investigacion de plantas medicinales, lo cual le hacen un método

confiable y altamente reproducible de los compuestos bioactivos presentes en ambas especies, al

permitir identificar la capacidad de los compuestos para estabilizar proteinas frente a factores

desnaturalizantes.

Tabla 7.

Actividad antiinflamatoria de P. anisum mediante desnaturalizacion de la albumina bovina.

L % Inhibicion del
Concentracion del extracto % de Inhibicion BSA )
Diclofenaco
1/10 mg/ml 78,489+0,97 83,25%+0,66
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1/100 mg/ml 35,137+0,85 61,977+3,57

1/1000 mg/ml 14,82¢+1,14 22,29¢+0,39

En la Tabla 7 se detalla los resultados obtenidos a distintas concentraciones a partir de la
desnaturalizacion de la albumina de huevo en donde se muestra que en la concentracion 1:10 se obtuvo
un 78,48% con el porcentaje mas alto mostrando que tiene capacidad antiinflamatoria, mientras que en
un estudio realizado en la India en donde se utiliz6 el mismo método a concentraciones similares
permiti6 obtener un 62,4 % de actividad antiinflamatoria en la concentracion mas alta (Andallu, 2015).
Ademas, en este estudio menciona que las moléculas que intervienen para que esta actividad se dé, son
la tirosina y la treonina las cuales regulan las vias bioldgicas de transduccion de sefiales para su accion

bioldgica general.

En un estudio realizado por (Obaid et al., 2009), se destaca que el método de desnaturalizacion de la
albumina de suero bovino no solo es util para evaluar la capacidad antiinflamatoria, sino que también
se emplea para determinar la actividad citotoxica en lineas celulares cancerosas. Esto evidencia que el
uso de la albimina de suero bovino representa una técnica versatil y eficaz para evaluar diversas

propiedades biologicas.

En un estudio realizado en Italia se evalu6 la capacidad antiinflamatoria del aceite esencial de P. anisum
sobre la secrecion de mucina en células epiteliales HBEpC y HTEpC pertenecientes a las vias
respiratorias primarias bronquiales y traqueales respectivamente, en un modelo de inflamacion
pulmonar inducida por lipopolisacarido en donde los niveles de expresion de las células epiteliales
disminuyeron significativamente en un 40%; estos resultados proporcionan una nueva evidencia que
apoya el uso etnobotanico de P. anisum en el tratamiento de enfermedades respiratorias (Iannarelli et

al., 2018).

Por otro lado, Dadkhah et al. (2024) determinaron la capacidad antiinflamatoria con animales

experimentales en donde se demostrd que P. anisum posee efectos atribuidos a la inhibicion de los
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marcadores de estrés inflamatorio y oxidativo en el tejido ovarico. Ademds, mencionan que la
composicion quimica del anis revela una diversa gama de constituyentes, donde destaca la presencia de
aceite esencial en concentraciones de 1,5 a 6% con trans-anetol como componente principal, ademas de
acidos grasos que representan entre 8-11% incluyendo acido palmitico y oleico, un contenido proteico
del 18% y carbohidratos al 4%. Cabe mencionar que el extracto de anis presenta un potencial terapéutico
interesante debido a su rica composicion en compuestos bioactivos. Sin embargo, se necesita mas
investigacion cientifica rigurosa para confirmar sus beneficios y establecer recomendaciones claras

sobre su uso.

Figura 4.
Actividad antiinflamatoria del P. anisum mediante desnaturalizacion de albumina de huevo y

albumina bovina.

Desnaturalizaciéon de albumina de huevo Vs
albumina bovina

80,0
60,0
40,0
’ 1/10 1/100 1/1000
m DAH 68,0 43,3 28,6
mBSA 78,8357 35,1321 14,8157
mDAH = BSA

Los resultados de la evaluacion de la capacidad antiinflamatoria mostraron que existe esta capacidad en
las diferentes concentraciones estudiadas, como se puede observar en la figura 3. los valores obtenidos
tanto para la desnaturalizacion de la albumina de huevo como para la desnaturalizacion de la albumina
de suero bovino, por lo tanto, ambos métodos demuestran que la actividad antiinflamatoria se encuentra

presente dentro los extractos de P. anisum.

El diclofenaco se utilizd6 como control positivo debido a que es un fairmaco antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) ampliamente usado como estindar de referencia en estudios que evaltan la
capacidad antiinflamatoria de compuestos naturales. Este medicamento actia inhibiendo la
peroxidacion lipidica, un proceso clave en el dafio oxidativo de las membranas celulares, y secuestrando

especies reactivas de oxigeno (ROS) reduciendo la produccion de prostaglandinas responsables del
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dolor, inflamacion y fiebre. Esto lo convierte en un estandar adecuado para comparar la eficacia de otros

agentes antiinflamatorios (Khankhel et al., 2024).

El uso de este farmaco como control permite establecer una linea de base confiable para comparar la
eficacia antiinflamatorio del extracto estudiado y validar la robustez de la metodologia experimental
empleada. Como se muestra en la Tabla 5 y Tabla 6, el porcentaje de inhibicidn del extracto no muestra
una diferencia estadisticamente significativa con respecto al control positivo de diclofenaco cuando se
evaluan a las mismas concentraciones. Este hallazgo destaca que el extracto posee una actividad
antiinflmatoria similar a la del diclofenaco, lo que sugiere que podria ser una alternativa natural con

beneficios adicionales, como menor toxicidad o efectos secundarios asociados a los AINE sintéticos.

3.2 Verificacion de hipdtesis

H, # 0 Se rechaza la hipotesis nula

H; = 0 Se acepta la hipotesis alternativa y se puede concluir que el extracto etandlico de P. anisum

posee actividad biologica.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que los compuestos bioactivos fenolicos
presentes en el extracto etandlico de P. anisum poseen una notable actividad biologica,
evidenciada a través de su capacidad antioxidante y antiinflamatoria. La actividad antioxidante,
evaluada mediante el ensayo ABTS, destaco con un porcentaje de inhibicion de 76.32% por su
capacidad de inhibir radicales libres, mientras que la actividad antiinflamatoria, determinada
por el método de desnaturalizacion de albumina de huevo, mostré resultados comparables a
otros extractos vegetales previamente estudiados. Estos hallazgos respaldan el potencial de P,
anisum como una fuente natural de compuestos bioactivos con aplicaciones prometedoras en
las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. Por lo tanto, este estudio contribuye a la
valorizacion de los compuestos fenolicos del anis, estableciendo su relevancia en la busqueda
de alternativas naturales para el manejo del estrés oxidativo y la inflamacion.

e El presente estudio nos permitio cuantificar los compuestos bioactivos fenolicos presentes en
el extracto etanolico de P. anisum. Los resultados obtenidos de fenoles totales fueron del 76.2%
en la concentracion mas alta, destacando asi la presencia significativa de dichos compuestos y
confirmando la abundancia del extracto etanolico en compuestos con propiedades biologicas
relevantes. Esta cuantificacion es un paso esencial para comprender el valor funcional del anis
como fuente natural de antioxidantes, sentando las bases para futuras investigaciones que
exploren su potencial en aplicaciones terapéuticas, alimentarias y cosméticas. Ademas, los
datos obtenidos contribuyen al desarrollo de productos basados en ingredientes naturales,
reforzando la importancia de los compuestos fenolicos en la promocién de la salud.

e El analisis realizado demostr6 que los compuestos bioactivos fenolicos presentes en el extracto
etanolico de P. anisum poseen una notable capacidad antioxidante. Los resultados, evaluados
mediante el ensayo ABTS, evidenciaron una alta eficacia en la eliminacion de radicales libres
en su concentracion mas alta con un porcentaje de inhibicion del 76,32%, lo que resalta el
potencial de estos compuestos para prevenir el dafio oxidativo. Ademas, el estudio refuerza la
importancia de los compuestos fendlicos como agentes protectores frente al estrés oxidativo,
abriendo camino a futuras investigaciones sobre su impacto en la salud y su integracion en
productos naturales funcionales.

e En conclusion, este estudio permiti6 evaluar y confirmar la capacidad antiinflamatoria de los
compuestos bioactivos fenolicos presentes en el extracto etandlico de P. anisum. Los resultados
obtenidos, mediante el método de desnaturalizacion de albimina de huevo en su concentracion
mas alta fue de 68% frente al del control con diclofenaco que fue de 93,15% en su concentracion

mas alta, demostraron una significativa actividad antiinflamatoria, comparable con estudios
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previos de extractos de otras plantas medicinales. Esto resalta el potencial de P. anisum como
una fuente natural de compuestos con propiedades terapéuticas, que pueden contribuir al
desarrollo de alternativas seguras y eficaces para el manejo de la inflamacion. La riqueza
fenolica del extracto refuerza su valor funcional y su relevancia en la busqueda de soluciones

basadas en ingredientes naturales para combatir procesos inflamatorios.
4.2 Recomendaciones

e Realizar analisis cualitativos y cuantitativos mas detallados, como cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), para identificar y cuantificar compuestos especificos responsables de la
actividad antiinflamatoria.

e Llevar a cabo estudios in vivo para validar la actividad antiinflamatoria observada in vitro y
determinar la biodisponibilidad y seguridad de los compuestos fenolicos en sistemas biologicos.

e Implementar practicas sostenibles en el cultivo y recoleccion de P. para garantizar la

conservacion de recursos y la calidad del material vegetal.
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ANEXO

ANEXO 1.

Curva estandar de fenoles
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Anexo 2.

Curva estandar de DPPH
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Anexo 3.

Curva estandar de ABTS
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ABTS
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Anexo 4.

Extraccion por Soxhlet

Anexo 5.

Diluciones extracto de P. anisum

33



Anexo 6.

Reduccidn del radical DPPH mediante el extracto de P. anisum.

Anexo 7.

Reduccion del radical ABTS mediante el extracto de P anisum
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Anexo 8.

Actividad antiinflamatoria mediante la desnaturalizacion de la albumina.

Anexo 9.
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