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RESUMEN

El Agave americana L. es conocida como una planta medicinal por producir metabolitos

secundarios con actividad bioldgica en defensa de factores externos.

Se evalua los efectos fisicoquimicos del Agave americana para el aumento o disminucion
de saponinas y se determinard que concentraciones de extracto etandlico del Agave

americana tendra actividad antimicrobiana.

Se emplearon 36 plantas de la edad de 1 afio, se identifico por los rizomas, segun Alonso
(2004). En un sustrato de abono, arena y piedras pequefias (1:1); se sembraron, luego se
climatizaron por 31 dias, se inicio el estrés hidrico y temperatura alta de los grupos (15 y
31 dias), comparandolo con el grupo control (no se estresaron). Las cuales fueron secadas
y utilizadas para producir el extracto etandlico de los diferentes grupos de tratamiento, 15
dias, 31 dias y el control sobre la bacteria E. coli 132116. Para determinar la

concentracion de saponinas se realizaron pruebas cualitativas y cuantitativas.

Se indican cambios en la biomasa de los tratamientos de 15 dias (0.3967) y 31 dias
(0.3592) a comparacion al grupo control (0.5575) generado por el cierre de estomas
evitando la pérdida de agua. La presencia de saponinas fue confirmada por la prueba de
espuma donde el de 31 dias (7 cm) fue el de mayor tamafio, y mayor concentracion de
saponinas en polvo (0.59 g) en comparacion del obtenido por el extracto etandlico fue el
de control la mayor cantidad (82.41 mg/ml), finalmente las concentraciones de extracto
utilizadas de los grupos (15 dias ,31 dias y control), no tienen efecto antimicrobiano, ya

que no se evidencio halo inhibitorio frente a la cepa de E. coli 132116.

Se concluyé que los factores fisicoquimicos si afectan el aumento de saponinas, pero no

son suficiente, para una actividad inhibitoria frente la cepa de E. coli.

PALABRAS CLAVE: Agave americana / Saponinas / Metabolito/ Aclimatacion /

Macerado hidroalcohdlico.



ABSTRACT

Agave americana L. is known as a medicinal plant for producing secondary metabolites

with biological activity in defence against external factors.

The physicochemical effects of Agave americana are evaluated for the increase or
decrease of saponins and it will be determined which concentrations of ethanolic extract

of Agave americana will have antimicrobial activity.

Thirty-six one-year-old plants were used, identified by their rhizomes, according to
Alonso (2004). In a substrate of compost, sand and small stones (1:1); they were sown,
then they were acclimatised for 31 days, the water stress and high temperature of the
groups (15 and 31 days) was initiated, comparing it with the control group (not stressed).
These were dried and used to produce the ethanolic extract of the different treatment
groups, 15 days, 31 days and the control on E. coli 132116 bacteria. To determine the

concentration of saponins, qualitative and quantitative tests were carried out.

Changes in the biomass of the 15-day (0.3967) and 31-day (0.3592) treatments are
indicated in comparison to the control group (0.5575) generated by the closure of stomata
preventing water loss. The presence of saponins was confirmed by the foam test where
the 31 days (7 cm) was the largest, and the highest concentration of saponins in powder
(0.59 g) compared to that obtained by the ethanolic extract, the control had the highest
amount (82.41 mg/ml), finally the concentrations of extract used in the groups (15 days,
31 days and control), have no antimicrobial effect, since no inhibitory halo against the

strain of E. coli 132116 was evidenced.

It was concluded that the physicochemical factors do affect the increase in saponins, but

are not sufficient, for inhibitory activity against the E. coli strain.

KEY WORDS: Agave americana / Saponins / Metabolite / Acclimatisation /

Hydroalcoholic macerate.



INTRODUCCION

La Agave americana L. es una especie conocida en nuestro pais como agave, maguey,
cabuya, penca, etc. (Pino, 2006). En la busqueda de nuevos tratamientos, la familia
Asparagaceae, es una de la mas estudiadas, donde segun Pino. (2006) y Hammuel et al.,

(2011) “comprende entre 2480 especies”.

La cualidad de esta planta es que adaptara a condiciones climaticas desfavorables, en
ecosistemas andinos como costeros, segin Davila, (2002) y Garcia-Mendoza, (2007)
“habita desde 800 msnm hasta 3700 msnm, con variados tiempos de temperaturas de 12°C
hasta 30°C, ambientes de climas secos 0 periodos secos”. Una de sus cualidades mas
resaltantes es ser una planta suculenta, que se caracteriza por la acumulacion de agua en
sus tejidos en respuesta a la transpiracion en esos ambientes. Es por eso que segun
Equiarte & Souza, (2007), “Agave americana tiene alta resistencia a factores fisicos

extremos”.

Actualmente, se considera una planta medicinal, no se ha realizado muchas
investigaciones en nuestro pais, sabiendo que estas producen metabolitos secundarios
como terpenos, flavonoides, saponinas, esteroides, taninos y otros, que podrian tener uso

farmacoldgico.

Por ello, se emplea biotecnologia vegetal, utilizando dos factores que ocasionan estrés
como la temperatura alta y estrés hidrico se midio con un termohigrometro, el estrés del
agave de 1 afio, identificado por tener rizomas, para saber si hay efectos externos que
puedan aumentar la elaboracion de saponinas, la metodologia que se utilizé para la

cuantificacion de saponinas es espectrofotometria UV visible.

En nuestro trabajo de investigacion se desea producir metabolitos secundarios,
considerando evaluar el efecto fisicoquimico en el Agave americana en el aumento de

saponinas.



Capitulo I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la realidad problematica

Nos explica Guillermo Pino 1. (2006) en el Perl “no hay especies nativas, pero si
asilvestradas, de la especie Agave americana L. ssp. americana var., generalmente en
cercanias de centros poblados”. En el transcurso de la historia estas plantas se han
utilizado para diferentes medios, utilizando desde sus fibras hasta el agua extraida por el
remojo de ellas, donde se han reportado segin Olano (1999) “como insecticida,

antiparasitaria y también como molusquicida”.

Segun el estado peruano (2002) “el parque de las leyendas cuenta con una coleccion
de Angiospermas de Agaves como: ‘“Maguey azul de México” Agave americana L.,
“Agave de tequila” Agave tequilana”. y “Cabuya azul del Peru” Agave

cordillerensis Lodé & Pino. Recolectadas de diferentes lugares del mundo.

En nuestro pais existe variedad de género Agave, conocido comunmente como
“maguey” y en otros paises como “aguamiel”. En ciertos centros poblados segun Rivera
R. (2016) “se ha domesticado y ahora se cultiva Agave americana, por sus beneficios

como: alimento, uso medicinal, uso ambiental y obtencion de materiales”.

A lo largo de la historia se ha utilizado el Agave americana en el pais para diferentes
medios e incluso recientemente se ha comenzado a industrializar el aguamiel en el Peru.
sin embargo, hay pocos estudios que respalden su composicion, propiedades o
aplicaciones de la especie. A pesar que su uso medicinal es ampliamente conocido no hay

investigaciones a su actividad biologica y otras propiedades.

Actualmente segin Fowler MW., (2006) “Los farmacos derivan directa e indirecta de
las plantas un 25%, lamentablemente sus concentraciones son muy bajas para usarlas

como materia prima, nos dice Ramachandra Rao S, (2002) p.101-53. En los Gltimos afios



se han realizado investigaciones de diferentes sustancias naturales o minerales que se
aplican a la planta para evitar dafios producidos por las plagas, enfermedades o factores
abidticos, nos dice Zobayed SMA & otros (2007). Se han obteniendo muy buenos
resultados en el aumento de estos metabolitos. En nuestro estudio en el Agave americana,
se evaluara los efectos de factores fisicoquimicos (estrés hidrico y temperatura alta), se
han encontrado muy pocos estudiados realizados, que determinen la influencia en el

aumento de metabolitos secundarios llamadas saponinas.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

v’ ¢ Tendré efecto los factores fisicoquimicos del Agave americana en el aumento

de saponinas?

1.2.2 Problema especifico

v ¢Cual es el efecto fisicoquimico de los diferentes tipos de estrés: estrés hidrico
y temperatura alta en el Agave americana?

v" ¢Qué cantidad minimo y maximo de saponinas en el Agave americana se
alcanzara durante 15 dias y 31 dias de efecto de exposicién a los factores
fisicoquimicos de estrés: estrés hidrico y temperatura alta?

v' ¢Cual es el efecto antimicrobiano de las saponinas en los diferentes

tratamientos?

1.3 Objetivo de la investigacion
1.3.1 Objetivo general
v Evaluar el efecto fisicoquimico del Agave americana en el aumento de

saponinas.



1.3.2 Objetivo especifico

v Determinar el efecto fisicoquimico de los diferentes tipos de estrés: estrés
hidrico y temperatura alta en el Agave americana.

v" Identificar la cantidad minimo y maximo de saponinas en el Agave americana
se alcanzara durante 15 dias y 31 dias de efecto de exposicion de los factores
fisicoquimicos de estrés: estrés hidrico y temperatura alta.

v' Evaluar el efecto antimicrobiano de las saponinas en los diferentes

tratamientos.

1.4 Justificacion de la investigacion

Hoy en dia en el pais y el mundo, se cultiva Agave americana L., la parte que se utiliza
es el centro de la planta que se denomina pifia para realizar bebidas alcoholicas y otros,
dejando las hojas como residuos, no sabiendo que producir con ellas. EI Agave tiene
importancia de interés cientifico, social, econdmico y ambiental. En esta investigacion
incidimos en si, los factores externos inducen el incremento de saponinas, utilizando las
hojas y dandole valor, no habiéndose encontrado investigaciones de antecedentes a nivel
nacional e internacional. EIl fin deducir si el, estrés hidrico y temperatura alta, aumentan
o disminuyen las saponinas de las hojas del agave. La saponina es un metabolito
secundario importante como alternativa antimicrobiana, se experimenta utilizando las
hojas como extracto en diferentes concentraciones y averiguar si estos, tendran efecto

sobre el crecimiento microbiano.

Actualmente en el Perl, existe esta problematica de resistencia microbiana, sin
embargo, el principio activo encontrado en la especie Agave americana se encuentra una
alternativa como medicina tradicional. Esta especie estudiada crece en la parte de la

regién sierray dando utilidad a sus hojas se obtiene principio activo como antimicrobiano.



1.5 Delimitaciones del estudio

Esta tesis se elaboré en el Laboratorio multifuncional N°203 (SL01LA10), se utilizd
las instalaciones de la Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion — distrito de
Huacho, asimismo, el laboratorio SLab Perl — Lima, donde se analizaran diversas

muestras.

Las muestras de Agave americana se obtendran del centro poblado de Virunhuayra sus
coordenadas son: Latitud Sur 10° 36' 24.6", Longitud Oeste 77° 5'6.6" a 2 507 msnm.
Esta ubicado el distrito de Gorgor, provincia de Cajatambo, departamento de Lima. Se
recolecto 36 muestras Agave americana, se aclimataron durante de 31 dias, siendo
sometidas a diferentes efectos fisicoquimicos como (estrés hidrico, temperatura alta,
humedad relativa y peso) durante 15 dias y 31 dias con el propdsito de aumento de

saponinas.

Figura 1. Mapa de ubicacion geografica.
Fuente: (Google mapas, 2024).



Capitulo 11: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Investigaciones internacionales

Shegute (2020) Evalu6 la actividad antibacteriana y componentes fitoquimicos de
extracto de hoja de Agave americana, contra Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, especies de Salmonella y Eshercia coli. Los extractos
crudos macerados y Soxhlet de Agave americana afiadieron partes de éter de petréleo,
cloroformo, acetona y metanol. Se uso dos tipos de métodos como: difusiéon en pozo y
difusion de disco. Resultados se identificaron los fitoquimicos como: alcaloides,

saponinas, taninos, polifenoles y flavonoides.

Concluyendo que las fraccion cruda y solvente de A. americana tienen una actividad
antibacteriana y (CIM) en 2,5 mg mL, en S. aureus, P. aeruginosa y S. typhi cepas ,10

mg mL en cepas de E. coliy S.

Ramirez T., & otros (2014), nos explica que las respuestas bioguimicas y fisiologicas
del Agave por restriccion de humedad durante 14 meses en ocho especies; es la
disminucion de biomasa en las hojas, que varia dependiendo de la especie que se
adaptaron a la restriccion de humedad. Hubo un aumento de prolamina radicular

solamente en el subgénero Agave, pero no en Littaea.

Concluyendo, las plantas jovenes pueden sobrevivir hasta 14 meses en condiciones

extremas.

Casierra P. & otros (2006), evaluaron las especies de Furcracea sp. Vent. Cultivadas
con NaCl, para determinar las respuestas fisioldgicas a la salinidad durante cinco meses.

Se utilizaron plantas a las que se agregaron 20, 40, 60 y 80 mmoles de NaCl, un grupo de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shegute+T&cauthor_id=33173356

control que no trataron con sal y estas fueron regadas dos veces por semana. Como
resultado se obtuvo que la salinidad disminuyo la materia seca y poco efecto en la

evapotranspiracion.

Concluyendo que la salinidad genera un cambio en el reparto en materia seca de la
planta, los tallos, las hojas, la raiz la més afectada a medida que aumenta la salinidad en

el sustrato.

Garcia M. & otros (2022), compararon el contenido de sapogeninas esteroidales en
hojas de cinco especies de Agave de tres diferentes regiones. Se utilizé la cromatografia
de gases con deteccidn de ionizacidn en los extractos metanolicos hidrolizados, donde se
obtuvo como resultado que la especie de Agave americana var. De la region de Oaxaca
tenia la mayor cantidad de diosgenina en comparacion a los demas y la A. angustifolia

Haw de la regién Guerrero tiene el contenido de tigogenina mas alta.

Concluyendo que el contenido de saponinas esteroidales derivadas identificadas por
diferentes regiones podria deberse por el lugar de recoleccion sus diferentes

concentraciones.

Moreta E. (2020), evalud los extractos de las hojas de agave americana las distintas
edades 1,3 y 8 afios como insecticida. utilizo HPLC, para determinar la concentracion de
saponinas, una confirmacion mediante el indice de espuma y afro simetria. Ademas, se
evalud la actividad insecticida del Trialeurodes sp. con extractos metanolicos en

diferentes concentraciones (250, 500 y 750 ppm).

Resultado que la mayor concentracion de saponinas (44,13 mg/g extracto), el
porcentaje de mortalidad mas alto (59.81%) de la concentracion de 750 ppm corresponde
al extracto metanolico de 8 afios. Concluyendo que entre mas tiempo tenga la planta

mayor concentracion de saponinas tendré.



2.1.2. Investigaciones nacionales

Gutiérrez (2015), nos explica que el extracto etanolico de raices y hojas de Agave
americana sobre Moniliophthora roreri. Se recolecto el Agave americana, mientras que
la cepa Moniliophthora roreri, se aislé la mazorca de cacao infectada de “monilia”. Se
utilizé concentracion del 5%, 10%, 20% y 30% de extracto de raices y hojas, para el

control cupravit (fungicida comercial).

Resultado es 300 mg/mL, 320 mg/mL, 420 mg/mL. En los analisis fitoquimicos se
encontraron: cumarinas, alcaloides, triterpenos, saponinas, fenoles, esteroides, quinonas,

azucares reductores, taninos, aminoacidos libres, flavonoides.

Condor (2018), analizo el efecto del extracto de Agave americana contra
Streptococcus spp. de linfadenitis en Cavia porcellus. Se evalud los distintos
tratamientos: T1 (2 mg/mL), T2 (5mg/mL) y T3 (7mg/mL), T4 (Penicilina 10 ug),
extracto (Agave americana) sobre Streptococus spp. Se obtuvo una efectividad
antimicrobiana T1 (6.4 mm), T2 (10.4 mm), T3 (14.4 mm) y T4 (18.6 mm), diferencia

significativa p < 0.05 determinado por ANOVA, comprobando la prueba de Tukey.

Resultando T3 (7 mg/mL) contra el Streptococcus spp. tiene mayor efecto

antibacteriano.



2.2 Bases tedricas

2.2.1 Nomenclatura de Agave americana

Es una especie que se adapta rapido por su morfologia, reproductiva, su estructura,
genética, su tolerancia ecoldgica y su relacion bidtica con otros polinizadores. segin Ledn

(2013).

En el afio 1748, Carlos Linneo parte del vocablo griego Agavos, su significado es, algo
grande, noble o admirable, ilustre y establecid Hortus Upsalensis el género Agave
basandose en la morfologia de planta. nos menciona Jacques-Hernandez & Salazar

(2009).

Figura 2. Planta de Agave americana L.
Fuente: (Propia, 2024).



2.2.2 Taxonomia

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica del género Agave L.

La clasificacion filogenética a nivel molecular de la taxonomia de la especie segun el

sistema APG IV (Angiosperm Phylogeny Group) es la siguiente:

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida
Orden Asparagales
Familia Asparagaceae
Género Agave L.
Especie Agave americana L.

Fuente: Angiosperm Phylogeny Group (2016)

2.2.3 Descripcion botanica

Esta planta de Agave es de facil adapta ecosistemas desfavorables y perenne tiene hojas
en forma de roseta, estas varian de tamafio forma la base de las hojas y punto de
crecimiento, es la mas alta del tallo, las hojas nuevas salen debajo del cogollo, las hojas
son fibrosas, suculentas y lanceolada (en forma de lanza), lo forma una espina terminal,
donde los bordes tienen espinas. puede ser pequefios (algunos centimetros) o grandes (dos
metros hasta cuatro metros), La caracteristica es que tiene raiz superficial, facilitando
absorcion del agua, la supervivencia de la planta en sequias depende del agua almacenada
esta mantiene las reacciones bioquimicas y estomas abiertos para absorcion de (CO2) y

los carbohidratos que almaceno durante la etapa favorable. Nos dice Garcia (2007).



Son semilefiosas, tienen una inflorescencia en forma de espiga donde crecen las flores.
La florescencia acontece sélo una vez, se da entre los 5 y los 20 afios. Segin Hernandez

(2009).

Figura 3. Planta de Agave americana L. en floracion.
Fuente: (Propia,2024).

2.2.4 Habitat y distribucion

Es una planta endémica del continente americano, se localiza al sur de Canada. Nos
dice Hernandez (2009), Como también por México, Estados Unidos, América Central y
Sudamérica. Existen 300 especies de Agaves. Segun Eguiarte & Sousa (2007). El género
Agavaceae su origen es Mesoamérica, siendo domesticada para el uso agricola. Nos
cuenta Gentry (2007). En la actualidad esta especie es de interés industrial, importante en
paises como Bolivia, Per, Colombia Chile, entre otros paises. Segun Veldzquez,

Maldonado y Solano (2010).



2.2.5. Composicion fotoquimica

2.2.5.1. Saponinas

El Agave americana contiene metabolitos secundarios, como: saponinas, glucoésidos,
triterpenos, esteroides con una serie de bioactividades como propiedades
anticancerigenas, antiinflamatorias, antimicrobianas, etc. Segun Lacaille-Dubois y
Wagner (1996), Guclu-Ustiindag y Mazza (2007). Son moléculas complejas que constan
de agliconas no azucaradas (sapogenina) acopladas a unidades de cadena de azUcar. Las
saponinas se pueden clasificar segin la naturaleza de su esqueleto de agliconas en
saponinas esteroides, triterpenoides y glicoalcaloides, nos dice Bernards, lvanov, Neculai
y Nicol (2011). La extraccion de estos compuestos se realiza frecuentemente con metanol,
y su fraccion y purificacion normalmente se lleva a cabo con cromatografia en capa fina
(TLC) nos habla Cheok et al., (2014), Sahu et al. (2008). Se puede mencionar a otros

metabolitos secundarios que estan presentes y son:

a) Alcaloides

Son compuestos heterciclicos nitrogenados proviene de aminoacidos. Se encuentra en
la naturaleza como sales, malico, acido aceético, tartarico, lactico, oxalico, citrico. Segun

Acosta (2008).

b) Taninos

Son polifendlicos, complejos de origen vegetal, masa molecular alta, su propiedad es

curtir la piel y convertirlo en cuero. Nos dice Carretero M. (2000).



¢) Antraquinonas

Son compuestos secundarios frecuentes entre el grupo de las quininas vegetales, nos
dice Sanchez V. & Santa J. (2009). Encontrados en bacterias, hongos, liquenes y plantas

superiores segun Borroto B. J. & otros (2005).

d) Compuestos fenolicos

Es un grupo muy diverso se caracteriza por tener grupos hidroxilo, reaccion acida,

conformando un anillo aromatico. Segun Bowsher et al. (2008).

e) Flavonoides

Son pigmentos de origen vegetal que se protegen del dafio por agentes oxidantes.
Como las sustancias quimicas de los alimentos, rayos ultravioletas y otros. Nos dice

Martinez & otros (2002).

f) Terpenoides

Son metabolitos secundarios lo conforman 5 atomos de carbono o unidades de

“isopreno” y se conocen como isoprenoides. Segun Pérez |. (2013-2014).

g) Esteroides

Son metabolitos secundarios se llaman brasinoesteroides, controlan el desarrollo de

las plantas induciendo al crecimiento celular.

h) Flobotaninos

Es un conocido de medicamento utilizado para incrementar el tono venoso y disminuir

la permeabilidad capilar. Nos dice Ramos C. & Otros (2017).



2.2.6. Parametros fisicoquimicos

2.2.6.1 Humedad

La propiedad que define el vapor de agua presente en gas, se expresa varias
magnitudes. Segun Martines (2007). Las plantas consiguen oxigeno del aire por medio
de las estomas. El suelo debe tener una buena porosidad, para asi promover la oxigenacion

de las raices. Nos dice Martinez (1994).

2.2.6.2 Humedad relativa

El nexo entre presién de vapor de agua.

2.2.6.3 Estrés hidrico

Es la causa de muerte en plantas, la raiz absorbe exceso de agua o por baja cantidad de
agua. En las noches la perdida de agua es menor en climas secos o semisecos, las
temperaturas nocturnas son desde 20 a 30 °C. segin Nobel (2011). Es por eso que las
plantas pierden cantidades menores de agua. Estas propiedades favorecen a lugares donde

existe escases de agua y temperatura elevada. Nos dice Ramirez (2014).

Se contraen las raices en baja cantidad de agua. Esto permite el almacenamiento de
agua en tiempos de sequia. Nos habla Blunden et al. (1973). Para la supervivencia en

condiciones extremas.

Segun Ruiz, G., y otros (2007) el maguey estuvo sin riego durante 31 dias, puede

aumentar su biomasa de raiz y longitud de hojas (100 y 17%, respectivamente).

2.2.6.4 Temperatura

Es una magnitud se expresa en grado de calor y frio de un cuerpo. Segun Rodriguez

(2016).



2.2.6.5 Peso

La utilizacion del area foliar como variable en estudios de dafios por enfermedades, se

evalua la relacion de peso fresco y seco con el area foliar en plantas. Segun Garceés (2011).

2.2.7 Reaccion a factores fisicoquimicos

Las plantas de Agave estan frecuentemente expuestas a una amplia gama de estreses,
como sequia, temperaturas extremas, sal, estrés oxidativo y toxicidad por metales pesados
nos dice Jaleel et al., (2009). La sequia disminuye el crecimiento y afecta procesos
fisiologicos y bioquimicos como: respiracion, la fotosintesis, los carbohidratos, el
metabolismo de nutrientes y el metabolismo secundario. Segun Jaleel et al., (2009). Se ha
demostrado que el déficit de agua altera la acumulacién de metabolitos secundarios segun
Marchese et al., (2010). Los Estudios de Agave amaniensis han reportado un aumento del
contenido de saponinas en presencia de metales pesados. Segun Andrijany et al. (1999),
mientras que el estrés hidrico en cultivos in vitro de Agave tequilana modifico
drasticamente el contenido de fructanos. Nos dice Barreto et al. (2010). Las plantas de
Agave no responden de la misma manera al estrés hidrico en condiciones in
vitro. Recientemente, el Agave salmiana ha sido propuesta como modelo para estudiar
los cambios fisioldgicos y fisicoquimicos involucrados en tolerancia a sequia y capacidad

de plantas para sobrevivir en condiciones adversas. Segun Pefia & Sanchez (2009).

2.2.8 Uso medicinal de la saponina

Las saponinas se han encontrado Utiles para muchos propositos; ademas de ayudar a
las plantas contra los ataques de insectos, también exhiben propiedades antibacterianas,
antifingicas, anticancerigenas, antiinflamatorias, antiobesidad, hipocolesterolémicas,
inmunoestimulantes y antiparasitarias. Nos habla Leal., A., et al. (2015), Augustin et al.

(2011). En la industria farmacéutica, las saponinas esteroidales son importantes debido a



su transformacion en derivados farmacéuticamente valiosos, como corticosteroides,
hormonas sexuales y diuréticos esteroides. Segun Santos y Branco (2014). En China,
principal productor de esteroides del mundo, utiliza especies de Dioscorea, Agave
americana L. y Agave dong 1, para extraer sapogeninas. Nos dice Yanyong y Yue
(2015). También se han reportado saponinas similares en el “aguamiel” de Agave
salmiana. Nos habla Leal et al. (2015). Desde un punto de vista nutracéutico, varios
informes han identificado altos niveles de fitoquimicos bioactivos en los
subproductos/productos finales del agave, que se han asociado con sus propiedades
antioxidantes, anticancerigenas y antidiabéticas. Segun Hamissa et al., (2012), Chirinos

et al., (2013), Ahumada-Santos et al. (2013), Barriada-Bernal et al. (2014).

2.3 Definicion de términos béasicos

Agave americana: Una familia Agavaceae comprende 2480 especies, denominada como:

maguey, cabuya, pita entre otros. Segun Coéndor (2018).

Aclimatacion: Las plantas se colocan en un invernadero, esta proporciona el inicio de la
humedad relativa, radiacién solar, condiciones ambientales favorables para su adaptacion

en cambios morfoldgicos y fisioldgicos. Nos dice Alvarez (2012).

Sustratos: Las funciones del sustrato es de retener el agua hasta el momento de ser usada

por la plantula. Segun Iglesias (1994).

Metabolito: las plantas realizan metabolismo, es un proceso quimico que produce

metabolitos primarios y secundarios. Datos de NCI (2022).

Saponinas: El reino vegetal producen metabolitos secundarios. Su funcion proteccién
contra herbivoros y patdgenos. Segun Cheok et al. (2014); Juang y Liang (2020). La

capacidad que tiene la saponina es generar espuma similar al jabon.



Espectrofotometria UV-visible: Esta técnica permite a las moléculas absorban

radiaciones electromagnéticas y la cantidad de luz absorbida. Segun Nieves et al. (2020).

Macerado hidroalcohdlico: Consiste en mojar en alcohol para extraer principios activos.

Nos dice Velada (2022).

Antimicrobiano: consiste en impedir el crecimiento microbiano. Datos de NCI (2022).

Halo de inhibicion: Es la zona que inhibe el crecimiento bacteriano, que rodea al disco

de un antibidtico. Datos de CBTis (2022).

Prueba de sensibilidad: Conocida como antibiograma, permite la sensibilidad en los

microorganismos frente a diferentes antimicrobianos. Segun Vazquez (2020).

Meétodo de difusidon en disco: Esta prueba conocida como Kirby-Bauer; se emplean
discos de sensibilidad, estas se colocan dentro de las placas sembradas con

microorganismo. Segun Vazquez (2020).

Disco de sensibilidad: Son pequefios circulos de papel filtro, estas se impregnan

antibidticos, se utiliza para la prueba de difusion. Segin Espinoza y Serna (2018).

Concentracion minima bactericida (CMB): no hay crecimiento de bacteriano durante

24 horas de incubacion a 37 °C. nos dice Andrews (2001).

2.4 Hipotesis de investigacion

2.4.1 Hipdtesis general

v' Los efectos fisicoquimicos en el Agave americana aumentaran las

concentraciones de saponinas.



2.4.2 Hipotesis especificos

v El efecto fisicoquimico de los diferentes tipos de estrés: estrés hidrico,

temperatura alta en el Agave americana aumentaran las concentraciones de

saponinas.

v' El aumento minimo y maximo de las saponinas en el Agave americana se

alcanzara durante 15 dias y 31 dias por efecto de la exposicion a los factores

fisicoquimicos de estrés: estrés hidrico, temperatura alta.

v" Los efectos antimicrobianos de las saponinas de los diferentes tratamientos

2.4.3 Operacionalizacion de variables e indicadores

Tabla 2. Optimizacion de factores fisicoquimicos en el Agave americana para el

aumento de saponinas con efecto antimicrobiano.

Efecto de los Factores
fisicoquimicos del Agave

americana.

fisicoquimicos

Temperatura alta

VARIABLE DIMENSION INDICADORES ESCALA DE
MEDICION
Saponinas%
Variable independiente: Estrés hidrico
Factores

Peso (gr)

Humedad relativa

Variable dependiente:
Aumento de saponinas con

efecto antimicrobiano

Saponinas

Diferentes

Tratamientos

15 dias

31 dias

Control

Concentracion
minima inhibidora

pg/mi
S (Sensible)

| (Intermedia)

R (Resistente)




Capitulo 111: METODOLOGIA

3.1 Disefio metodolégico

3.1.1 Tipo de investigacion

Investigacion aplicada, busca hallar nuevas soluciones a partir de una investigacion
basica. Basado en el aumento de “saponinas” en la planta Agave americana al ser

sometidos a diferentes tipos de estrés. Para uso antimicrobiano.

3.1.2 Tipo de investigacion

Investigacion explicativa, conforman dos variables independiente y dependiente,
donde se explicara relacién de causa y efecto sobre Agave americana en el aumento de

saponinas.

3.1.3 Disefio

Es un estudio experimental aleatorizado, con 2 tratamiento durante un tiempo de 15
dias y 31 dias con un control por triplicado con diferentes factores fisicoquimico
(Temperatura, estrés hidrico, humedad relativa y peso) con un total de poblacion de 36

plantas.

3.1.4 Enfoque

Segun la investigacion cualitativa, ya que se hara el uso de Espectrofotometria UV
visible (Cuantificacion de saponinas) la hipotesis se basa en nimeros y datos estadisticos

para asi comprobar teoria.



3.2 Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacion

Las 36 plantas, tiene 3 grupos de 12 plantas, formaran los tres tratamientos: de 15 dias,
31 dias y con un control, las muestras seran recolectadas del pueblo de Virunhuayra,

distrito de Gorgor, provincia de Cajatambo, departamento de Lima.

3.2.2. Muestra

Las muestras conseguidas para este tipo de estudio un total de 36 plantas de Agave
americana, no debe tener sin signos de plagas, ni hojuelas secas, asi quedando las
mejores, provenientes del centro poblado de Virunhuayra sus coordenadas (Latitud Sur
10° 36' 24.6", Longitud Oeste 77° 5'6.6"), 2 507 msnm; se ubica el distrito de Gorgor,
provincia de Cajatambo, departamento de Lima. Con ello se determinara el analisis

estadistico en la siguientes formula.

Z°PQ
T Tar
Donde:
Z=1.96 (a=0.05)
P=0.50

Q=0.50
d=0.10

Por tanto: n = 36 evaluaciones



3.4 Técnica e instrumento de recoleccién de datos

3.4.1 Técnica aemplear

3.4.1.1 Identificacion de la planta Agave americana.

En esta investigacion lo primero fue la identificacion y determinacion taxonémica
segun sus caracteristicas morfoldgicos de orden cualitativo y cuantitativo como (hojas,
flores, frutos y semilla), se completd con imagenes fotogréaficas de la especie en campo,
se estudio en el Herbario del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (MOL), que concluyo que si, corresponde a la especie Agave

americana L.

3.4.1.2 Preparacion del invernadero

Se construyd un invernadero de 6m de largo que se cubrieron con malla raschel, que
se colocaron en las paredes, que tienen una capacidad de retencion solar de 60%. Ademas,
se agreg6 una malla raschel transparente de 3m de ancho en la parte superior para mayor
iluminacion.

Se construyo al costado del invernadero, en un espacio de 4 metros de largo por 2 de

ancho donde se colocaron postes de madera de 1m de altura y rodearon con un cable de

4 metros, donde se evalud al grupo control.

3.4.1.3 Recoleccion de muestras de Agave americana.

La especie Agave americana se colectaron 36 plantas, se determind la edad de 1 afio
por la presencia de pequefios rizomas. Segun Alonso (2004). Ademas, no debe haber
signos de plagas, ni hojuelas secas, asi quedaran los mejores Agaves, se obtuvo del centro

poblado de Virunhuayra las coordenadas son las siguientes: Latitud Sur 10° 36' 24.6",



Longitud Oeste 77°5'6.6" a 2 507 msnm. Se ubicd en 176 kilometros de la ciudad de

Huacho.

3.4.1.4 Embolsado del sustrato

Se utilizaron 36 bolsas para alméacigos (polietileno de baja densidad con perforaciones)
de 7kg, se prepararon sustratos como: el abono, arena y piedras pequefias (1:1), se
mezclaron y se llenaron en las bolsas de forma manual para su primordial compactacién,
las bolsas se debieron llenar hasta los centimetros del borde (Pimentel,1971:
Davey,1984), para finalizar se utiliz6 una balanza para verificar el peso. Ademas, el

género Agave presenta tolerancia de pH de 6.0 a 8.0, segun FAO (1994).

3.4.1.5 Cuantificacion la biomasa y el volumen de produccion de Agave americana
(inicial).

Se calculé la biomasa de cada una de las 36 plantas que son de la edad de 1 afio, se

registro el nimero de hojas, el largo, el ancho, el volumen total de la biomasa.

1) Numero de hojas

Se contaron y enumeraron las hojas de cada planta que se sembraron en tiempos de

aclimatizacion y se registro en las fichas. Segin Ramirez (2014).

2) Ancho de la hoja

La parte intermedia de la hoja se midié el ancho. Los datos se ingresaron en la ficha

de registro. Segin Ramirez (2014).

3) Longitud de las hojas

Con una cinta métrica, se midié las hojas més altas desde la espina terminal hasta el
extremo final de la hoja. Los datos se ingresaron en la ficha de registro. Segiin Ramirez

(2014).



3.4.1.6 Siembra de Agave americana.

Se sembro Agave americana en 36 bolsas de 7kg aproximadamente, se llenaron hasta
los centimetros del borde de la bolsa, también se agregaron en un balde enraizador diluido

con agua a cada planta, se rego 500 ml de este, solo una vez.

3.4.1.7 Aclimatacién

El Agave americana se ordenaron en 6 filas por 6 columnas verticales de 36 plantas,
se colocaron numeros para identificAndolos mas rapido, se utiliz6 una ficha de registro de
aclimatacion de Agave americana donde se llenaron los datos como (nimero, nimero de
hojas, peso, largo, ancho y fecha) durante el tiempo de adaptacién que fue de 31 dias
dentro del invernadero con parametros de temperatura de 25 °C, humedad de 50 % y se

regaron 1 vez por semana.

3.4.1.8 Estreses fisicoquimicos

Después de la aclimatizacion las plantas son separadas en 3 grupos (24 el grupo de
estrés y 12 el grupo control). Se comenzé a estresar al Agave americana por 12 horas del
dia, con ayuda de un calefactor eléctrico, se midi6 (temperatura alta, humedad relativa)
con un termohigrémetro digital, se dejé de regar comenzando asi el (estrés hidrico) hasta
culminar el estudio. Para obtener datos se utilizé la ficha de registro, temperatura alta y
estrés hidrico donde se colocaron los datos como (nimero, grupo de estudio, nimero de

hojas, peso, largo, ancho, temperatura, humedad y fecha).

3.4.1.8.1 Durante 15 dias.

Las plantas son sometidas a estrés hidrico y temperatura alta (40 + 2 °C), luego se
pesaron 4 veces por semana, se observaron si hay algin cambio fisico en la hoja, se utilizé

la ficha de registro de temperatura alta y estrés hidrico, llegando a la fecha indicada se



recolectaron las muestras aleatoriamente, utilizando la ultima ficha de registro del

estudio.

3.4.1.8.2 Durante 31 dias.

Las plantas son sometidas 15 dias mas en estrés hidrico y temperatura alta, luego se
pesaron 16 veces el total de los 31 dias, se observaron si hay algin cambio fisico en la
hoja, se utilizé la ficha de registro de temperatura alta y estrés hidrico, llegando a la fecha
indicada se recolectaron las muestras aleatoriamente, utilizando la Gltima ficha de registro

del estudio.

3.4.1.8.3 Grupo control.

Las plantas se encontraron en temperatura ambiente y se regaron 1 vez por semana,
luego se observaron si hay algin cambio fisico en las hojas, llegando a la fecha indicada
se recolectaron las muestras aleatoriamente, utilizando la dltima ficha de registro del

estudio.

3.4.1.9 Observacién de estomas

Por cada término del proceso de cada grupo, las hojas son recolectadas para luego
realizar cortes histolégicos donde se observaron las estomas de los grupos de estrés de 15
dias, 31 dias y de grupo control. Se utilizé la Ficha de registro de estomas Agave
americana del grupo de estudio: control, 15 dias y 31 dias (temperatura alta y estrés
hidrico) donde se observo en iméagenes las estomas (abiertos o cerrados) segun sea el

grupo. Después se realizd la comparacion de los grupos de estrés sometidos.



3.4.1.10  Cuantificacion la biomasa y el volumen de produccion de Agave
americana. (Final)
Se calculd la biomasa de plantas seleccionadas de los grupos (15 dias, 31 dias y
control) se utilizo la ficha donde se registro; nimero de planta, grupo de estudio, nimero
de hoja, peso (kg) total de la planta (raiz, tallo, hoja) biomasa, peso de las hojas (kg),

temperatura de estufa, peso de materia seca (gr), peso molido (gr).

A. Peso de las hojas

En una balanza analitica se peso la cantidad de masa de todas las hojas de cada planta.

Los datos se ingresaron en la ficha. Segin Ramirez (2014).

B. Peso total de la planta (Biomasa)

El peso total (raiz, tallo, hoja). Estas ingresaron en la ficha. Segiin Ramirez (2014).

C. Peso de materia seca
Se realizaron la extraccion del agua total de las hojas se deshidrato a temperatura en

condiciones del laboratorio. Segun Ramirez (2014).

3.4.1.11 Proceso de deshidratacion

Las muestras se recolectaron (15 dias, 31 dias y control) de Agave americana, para
gue no exista confusion cada grupo realizo este procedimiento; lo primero es cortar las
espinas de las hojas, luego son lavadas, desinfectadas, secadas y pesadas. Se colocé en
una estufa a 150°C por 1 hora, se repitio el proceso hasta la completa deshidratacion de
las hojas, observando cambios en el peso llegando a ser constante, para finalizar se

molieron y se pesaron para saber cuantos gramos tiene la muestra final.



34.1.12 Prueba colorimétrica

La prueba que se utilizd en esta investigacion es para identificar las saponinas.

341121 Identificacidn de saponinas.

Se colocaron en los diferentes frascos estériles,10 g de muestra molida de hojas de
Agave americana de los diferentes grupos de estrés (15 dias, 31 dias y control), 150 ml
de agua destilada a 50°C. Luego se agito por 30 segundos. La prueba es positiva, si la

espuma perdura por mas de 5 minutos.

Si, la altura es menor de 5 mm, es negativo en presencia de saponinas; si es dentro del
rango de 5 a 9 mm, contiene baja saponinas y cuando es 10-14 mm, es moderada, si la

altura es mayor a 15 mm, tiene una concentracion alta. Segun Galindo (1989).

3.4.1.13  Preparacion de un macerado de hojas de Agave americana.

Se pesd 50 g de hojas molidas, se agregd en un frasco de vidrio color &mbar. Luego se
afiadié 300 ml de etanol al 70% y se dejo macerar por 2 dias, se coloco en un vaso el
extracto de agave americana, se coloco en el ultra probe del homogeneizador ultrasénico
sirve para romper las células y extraer metabolitos secundarios (saponinas), para asi
obtener en mayor concentracion. Para finalizar utilizo un rotavapor a temperatura de 80
°C por 40 minutos, permite extraer compuestos del extracto, destilando y evaporando el
alcohol, recuperar asi el solvente. El extracto se afiadid en frascos de vidrio, se etiqueto,

se almaceno, se refrigero protegiéndolo de la luz y posterior analisis.



3.4.1.14  Porcentaje de Rendimiento

El porcentaje, se tomaria el peso final del extracto con relacion al peso inicial de la

muestra.

o gramos del extracto obtenido
% Rendimiento = —— x 100
gramos de la muestra inicial

3.4.1.15 Cuantificacidn de saponinas con Espectrofotometria UV visible.

Se realizaron la cuantificacion con espectrofotometria (UV visible) de saponinas
totales de las tres muestras (15 dias, 31 dias y control). Las muestras molidas y maceradas
fueron empaquetadas y registradas para el procesamiento. Se envio al laboratorio externo,

donde fue analizado los parametros.

3.4.1.16 Preparacion de los discos de sensibilidad

Se prepard discos de papel filtro Whatman N°54, que tiene un grosor de 185 pm,
permitiendo una réapida absorcion, los discos son preparados con la ayuda de un
perforador cuyo diametro es de 4cm, para poder esterilizar se coloco en una placa petri
de vidrio, se esterilizo en un autoclave 121 °C por 15 minutos, para tener condiciones
esteriles, se utiliz6 una campana de flujo laminar, los discos son impregnados con un
volumen de 1ml de extracto de las diferentes grupos de estrés (15 dias, 31 dias y control)

se dejo secar.

3.4.1.17 Concentracién inhibitoria minima

Se adquirié una cepa de E. coli 13216, que son cultivadas en placas de agar
MaCconkey a 37°C por 18 0 24 h. A continuacion, se utilizé un mechero encendido para
reducir la contaminacion, la placa Petri con agar Muller Hinton, se inoculo la cepa con

un hisopo estéril mediante la técnica de extendido. Después se utilizaron los discos de



sensibilidad de los diferentes grupos de estudio (15 dias ,31 dias y control) ya preparados
anteriormente, los discos de sensibilidad con el método (Kirby-Bauer) son ubicados a una
distancia proporcional, son colocados con unas pinzas estériles sobre el medio de cultivo.
Se finaliz6 incubando 37 °C por 24 horas. Se repiti6 el proceso, con ello se obtuvo los

resultados.

3.5 Técnica para el procesamiento de la informacion

El disefid, empleado parametros fisicoquimicos en el aumento de saponinas fue
completamente aleatoria. Se presentaron 3 grupos (15 dias, 31 dias y control) para el
procesamiento de estrés y la unidad experimental esta constituida por 24 plantulas por
grupo. En el caso de la inhibicién microbiana seran 3 concentraciones por grupo de estrés

con 4 repeticiones cada uno.



Capitulo 1V: RESULTADOS

41 Analisis de resultados

Induccidn al estrés de las plantas: temperatura alta y estrés hidrico.

T1= 15 DIAS

T2=31 DIAS

T3= CONTROL

Figura 4. Plantas de agave americana de los tres tratamientos: T1= 15 DIAS, T2=
31 DIAS, donde se observa temperatura alta y estrés hidrico controlado por un
termohigrometro, T3= CONTROL, no se realiz6 ningln tipo de estrés.



Figura 5. Ficha de observacion de las estomas de la agave americana de grupo de
estudio: (temperatura alta y estrés hidrico), durante 15 dias y 31 dias a temperatura alta
(50-70 °C) y grupo control a temperatura ambiente.

GRUPO DE
ESTUDIO ESTOMAS (IMAGEN)

DURANTE 15 DIAS

DURANTE 31 DIAS

CONTROL




En las Figura 2 se puede observar las estomas cerrados de la agave americana durante su
proceso de estrés (15 y 31 dias) en comparacion de las estomas del grupo control que se

encuentran abiertas.

PESO

Las plantas (raiz, tallo y hojas) recolectadas después del tratamiento, fueron pesadas para

calcular la humedad y rendimiento causada por el estrés abiotico.

Tabla 3. Peso inicial (g) y final (g) durante los dias de estrés.

15 DIAS 31 DIAS CONTROL
INICIAL | FINAL | INICIAL | FINAL | INICIAL | FINAL
0.9 0.42 0.6 0.28 0.5 0.78
0.76 0.5 0.48 0.28 0.76 0.72
0.8 0.62 0.72 0.32 0.62 0.56
0.72 0.36 0.74 0.3 0.64 0.4
0.74 0.22 0.66 0.3 0.5 0.52
0.78 0.7 0.7 0.26 0.6 0.52
0.64 0.48 0.8 0.42 0.54 0.46
0.72 0.26 0.58 0.76 0.68 0.65
0.66 0.38 0.74 0.44 0.7 0.51
0.54 0.34 0.68 0.4 0.66 0.46
0.72 0.18 0.7 0.16 0.59 0.56
0.18 0.3 0.58 0.39 0.72 0.55

Tabla 4. Resultados del peso promedio de las muestras recolectas al final del

tratamiento de estrés.

GRUPOS PESO %
T1 (15 DIAS) 0.3967 ab
T2 (31 DIAS) 0.3592 b

T3 (CONTROL) 0.5575 ¢

*Medidas con letras distintas para diferenciar significativamente segiin prueba de Tukey

(p<0.05).



Se puede observar la reduccion de biomasa significativa entre los grupos (T1y T2) siendo

el T3 (Control) con menos perdida de biomasa.

PORCENTAJE DE RETENCION DE HUMEDAD

Las muestras vegetales fueron recolectadas y pesadas por grupo, luego fueron secadas en
estufa a temperatura de 100°C por 3 h 30 minutos, fueron molidas y preparadas para la

maceracion.

15 DIAS 31 DIAS CONTROL TOTAL
495 581 259 1335 PESO FRESCO (g)
247 298 179 724 PESO MOLIDO (g)

CONTENIDO DE HUMEDAD

100%

90%
80% 30,89
(]
50,1 48,71 45,77
70%
60%
50%
40%
30% 69,11
49,9 51,29 o2
20%
10%
0%
15 DIAS 31 DIAS CONTROL TOTAL

O MATERIASECA EHUMEDAD

Tabla 5. Contenido de humedad después del tratamiento de estrés y el control.



RENDIMIENTO (%)

9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
15 DIAS
H RENDIMIENTO (%) 6,4

31 DIAS CONTROL
8,6 2,8

B RENDIMIENTO (%)

Tabla 6. Comparacion de porcentaje de rendimiento en diferentes grupos de estrés.

Prueba de la espuma

Para identificar las saponinas, se observa la formacién de espuma persistente con una

longitud de més de 3 cm que duro mas de 30 minutos, segiin Gonzélez (2011) y Garcia

(2008).

Tabla 7. Comparacion del indice de espuma en (cm) entre los diferentes grupos de

estrés.

MEDIDA DE ESPUMA
(cm)
15 DIAS 3.5
31 DIAS 7
CONTROL 4.5

Las saponinas se midieron segun la altura de la espuma. “si, la altura de la espuma, es

menor a 5 mm, el resultado es negativo. Si, la altura es de 5 a 9 mm, es bajo de saponinas,

si mide 10 a 14 mm, es moderado; pero si la altura es mayor a 15 mm, tiene mayor

concentracion de saponinas”. Segun Galindo et al., (1989).



Nuestros resultados fueron de 3.5 cm (15 dias), 4.5 cm (control) y 7 cm (31 dias) cayendo

en la categoria de la concentracion de saponinas.

TEST AFROSIMETRICO

Tabla 8. Resultado del test afrosimétrico del extracto de las hojas de Agave americana,

la concentracion de saponinas segun el tiempo de durabilidad de la espuma.

GRUPO | REPETICIONES | RESULTADO
15 DIAS ; —
31 DIAS é —
CONTROL ; s

Significado segun el tiempo de duracion de espuma.: (+++) >30 min, tiene mayor
durabilidad de espuma; (++) 20-25 min, tiene poca durabilidad de espuma; (+) 5-20 min,

tiene baja durabilidad de espuma.

Se observa que los tres grupos de hojas de Agave, tiene una permanencia de espuma mas

de 30 minutos.

CUANTIFICACION DE SAPONINA CON ESPECTROFOTOMETRIA UV

Las muestras recolectadas fueron desinfectadas, secadas y luego maceradas por 24 horas,
se realizo la prueba de espectrofotometria UV visible, para evaluar la concentracion de

saponinas.

Tabla 9. Concentraciones de saponinas de hojas deshidratadas (molidas) y extracto de
Agave americana.

CONCENTRACION DE | CONCENTRACION DE
GRUPO SAPONINAS EN POLVO SAPONINAS EN
SECO (g) EXTRACTO (mg/ml)
15D 0.10 + 0.01 65.64 + 0.40
31D 0.59 + 0.01 41.46 + 0.40
CONTROL 0.28 + 0.01 82.41 +0.40




La comparacion de la cuantificacion de saponinas entre los grupos de estrés de 15
dias la concentracion de saponinas en polvo seco (g) 0.10 + 0.01, es la més baja, pero la
concentracion de saponinas en extracto (mg/ml) 65.64 + 0.40, mientras que el de 31 dias
la concentracion de saponinas en polvo seco (g) 0.59 + 0.01, es la mas alta, pero en
concentracion de saponinas en extracto (mg/ml) 41.46 + 0.40, mientras que el control la
concentracion de saponinas en polvo seco (g) es de 0.28 + 0.01. la concentracion de

saponinas en extracto es la mas alta (mg/ml) 82.41 + 0.40.
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Los resultados demuestran que los extractos etanolicos en diferentes tratamientos: 15
dias 31 dias y el control, no presentan actividad antimicrobiana frente la cepa E. coli

132116, al no observarse un halo inhibitorio en las placas.



Capitulo V: DISCUSION

5.1 Discusién de resultados

Comienza el estrés hidrico y temperatura alta en la planta de Agave americana, los
primeros 15 dias, disminuyo significativamente la biomasa de las hojas (32%), respecto
al inicio de los tratamientos, asi como las estomas se encontraron ligeramente cerradas y
la retencién de agua fue de 50.1%. esto implica que las plantas tipicas de ambientes secos,
intentaron adaptarse a los cambios repentinos, generando una respuesta mecéanica para

disminuir. La transpiracion y el cierre de las estomas con lleva a la perdida de agua.

Esto se confirma con los resultados obtenidos después de los 31 dias de estrés, la perdida
de biomasa de las hojas (56%) es significativa en comparacion al inicio del tratamiento.
Sin embargo, al compararlas con los de 15 dias de tratamiento, la diferencia es
ligeramente significativa, debido a la adaptacion de las plantas al cambio de temperatura
y falta de riego. Las estomas se encuentran cerradas en su totalidad, la retencion de agua
es de 48.7%. Nuestros resultados demuestran una respuesta para disminuir la perdida de
agua por la transpiracién, provoca que se acumule energia que debe eliminarse por otras
vias, asi incrementa de metabolitos secundarios. Los factores climéaticos como la
humedad y temperatura afectan las funciones como la fotosintesis y respiracion. Segun

selmar (2013).

Los resultados del estudio coinciden con los de Ruiz, G. y otros. (2007) quienes
evaluaron la reaccion fisioldgica a la sequia intermitente; los citados autores determinaron
que las plantulas de maguey, toleran la sequia discontinua y los primeros 30 dias estimula

la reduccion neta de la tasa fotosintética.

Al observar los rendimientos para los extractos obtenidos por los diferentes tratamientos

(15 dias 6.4% y 31 dias 8.6%) se puede ver que el de 31 dias es mayor significativamente,



pero al comparar, los resultados con los de Moreta F., (2020), donde se obtuvo 8.28 % de
una planta de 1 afio y 25.13 % de 3 afios sin ser inducidas a ningun tratamiento,
plenamente recolectadas. Se puede concluir que los factores de temperatura y sequia

influyen significativamente con los rendimientos obtenidos en un macerado.

La presencia de saponinas pudo ser confirmada a través de un estudio fisicoquimico a
los diferentes extractos etanolicos de las hojas, el test afrosimétrico, la prueba de
saponinas, donde marco (+++) en los tres extractos etanolicos y espectrometria UV para
la cuantitativa, donde la del grupo de 31 dias contiene la mayor cantidad de concentracion
de saponinas en polvo seco (0.59 g), pero en la de maceracion es el grupo control (82.41

mg/ml) en comparacion a los demas.

Los resultados obtenidos al compararse con el trabajo de Moreta F., (2020), donde la
concentracion de saponinas de un extracto metanolico al 96% de Agave americana de 1
afio es de 73.535 mg/mL se concluye que nuestro método de extraccion de saponinas se

puede obtener una cantidad similar con diferente disolvente.

Ademas, al observa los resultados obtenidos de concentracion de saponinas en polvo es
similar al estudio de Montserrat A., (2017) donde obtuvo 0.30 en Agave durangensis y
0.47 en Agave salmiana ssp. plantas adultas en condiciones normales, esto demuestra que
la planta de Agave americana de nuestra zona aclimatada en condiciones normales de
zona costera disminuye su contenido de saponinas, y en condiciones ambientales
parecidas a zonas secas genera un aumento o estabilidad en su concentracion de

saponinas, a pesar de la diferencia de humedad y sobre niveles del mar.

Concluyendo que la temperatura, como las reservas de agua son importantes para
producir las saponinas. Hay pocos datos en relacion a las saponinas en las plantas

causados por factores ambientales. Segun Szakiel y col., (2011).



Los resultados obtenidos en este trabajo, es la falta de actividad antimicrobiana del
Agave americana frente a la E. coli, no concuerdan con Camacho et al. (2020). Tal
diferencia se puede atribuir, que el efecto antimicrobiano, que se obtuvo con el extracto
etanolico del 90 % de hojas adultas, contenian mayor concentracion de saponinas, en
comparacion al extracto etanolico del 70%, de hojas de un afio. Debido que para la
obtencion de saponinas influye mucho su diluyente que en este caso fue de un etanol al
70%, genero un aumento en azucares reductores generando tal vez que las saponinas

obtenidas no tuvieron efecto microbiano.

Ademas, que si bien hubo un aumento de saponinas no se pudo identificar qué tipo de
saponinas aumentaron por los tratamientos, no hubo efecto antimicrobiano a comparacién
obtenida por Moreta F., (2020), debido al método de extraccion se utilizo la concentracién
pura aislada de saponinas en comparacion de nuestra investigacion que es la extraccion

de saponinas obtenidas por los tratamientos.



Capitulo VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El presente trabajo, caracterizé 3 tratamientos de estrés del Agave americana, donde se
pudo observar la disminucion y aumento de saponinas causadas por factores
fisicoquimicos (temperatura alta y sequia) incluyendo el metro sobre el nivel del mar,
debido a la comparacion con bibliografias de la planta recolectadas en su habitat, la
cantidad de concentracién de saponinas mayormente era influido por la especie y edad
de la planta, pero con este trabajo se ha demostrado que en condiciones controladas los
factores ambientales pueden influir a estabilizar o aumentar su composicién fitoquimica,

independiente de la zona en la que se encuentre.

El extracto etandlico en diferentes concentraciones no presentaron actividad
antimicrobiana frente a la bacteria E. coli1l32116. Posiblemente debido a los diferentes
tipos de saponinas dentro de la especie que varia en cantidad segun la edad de la planta,
debido al desarrollo de su produccion de metabolitos secundarios mientras crecen. Al
ser nuestra muestra de estudio muy joven (1 afio de crecimiento) su contenido de
saponinas esteroidales es muy baja para generar una actividad antimicrobiana,
comparados a una planta adulta de entre 8 a 12 afios. Ademas, el método de obtencion
de saponinas podria ser un factor a considerar por el tipo de solvente méas adecuado para

su purificacion.



6.2

Recomendaciones

Para el Agave americana se recomienda, protocolo de desinfeccion, durante los
tratamientos se encontrd expuesto a muchos contaminantes bioldgicos,

dificultando una obtencion pura de saponinas.

Se debe establecer un rango de tiempo para los tratamientos de estrés, asi
determinar un mejor aumento de saponinasy recordar que las edades de la muestra

influyen también en los resultados.

En el caso del extracto etanolico del Agave americana se recomienda utilizar un

etanol de 96% o metanol para una obtencién méas 6ptima de saponinas.

Se sugiere una identificacion de saponinas para determinar que saponinas fueron

aumentadas por los tratamientos, generando asi un nuevo tema de investigacion.

Teniendo esta investigacion desarrollada sobre el aumento de saponinas por
factores fisicoquimicos también se podria emplear para empezar a trabajar con
otros tipos de muestras de la familia Agave y/o edades para poderlas emplear en

otras investigaciones.
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ANEXOS

Figura 6. Localizacion geogréafica de estudio, centro poblado de Virunhuayra, se
ubica en la region yunga a 2507 msnm del distrito de Gorgor, provincia de
Cajatambo, departamento de Lima.

Figura 7. Material biol6gico que se utiliz6 para la identificacion morfol6gica como
(hojas, flores) D y C, fotografia de la especie en el campo, A y B. estas fueron
transportadas al Herbario de la Universidad Nacional Agraria La Molina (MOL), para
determinar la taxonomia de la especie.



Figura 8. Se midi6 las plantas altura y el ancho de la hoja, para luego iniciar el
sembrando 36 plantas de agave americana en bolsa de 7kg se agregaron sustratos
como: el abono, arena y piedras pequefias (1:1), llenaron hasta los bordes de la bolsa,
imagen (F), se pesaron cada una de ellas imagen (G), registrandolas en la ficha.

Figura9. En un balde se prepar6 enraizador este se diluido en agua, imagen (H),
éstas se regaron en cada planta solo una vez, se empezé la aclimatacion del Agave
americana durante 31 dias dentro del invernadero en temperatura ambiente, se regaron
1 vez por semana, imagen (I).



Figura 10. Se ordenaron en 6 filas por 6 columnas verticales de 36 plantas, se
colocaron numeros para identificandolos, se utiliza un termohigrometro para saber la
temperatura ambiental en la cual se estan adaptando las plantas, imagen (J). Se observé
cambios en las plantas adaptas como hojas secas, imagen (K). Se recolectaron datos de
la aclimatacion en la Tabla 1: Ficha de registro de aclimatacion de agave americana.

Figurall. Después de la aclimatizacion las plantas son separadas en 3 grupos de 24
plantas, estos se estresaron 12 horas por dia con ayuda de un calefactor eléctrico, se midio
(temperatura alta, humedad relativa) con un termohigrometro digital, se dejo de regar
comenzando asi el (estrés hidrico) durante 15 dias y 31 dias hasta culminar el estudio,
imagen (L) y 12 en el grupo control temperatura ambiental y riego 1 vez a la semana.
imagen (M). Se recolectaron datos en la Tabla 2: Ficha de registro de estrés fisicoquimico
como la temperatura alta estrés hidrico.



Figura 12. Comparacion de las hojas de agave americana, la hoja del grupo control
se ve lisa, no sufrié ningln cambio fisico, imagen (N), la hoja del grupo que ha sido
estresado por temperatura alta y estrés hidrico durante 15 dias y 31 dias se ve rugosa,
si hubo cambio fisico, imagen (N), se realizd cortes histoldgicos de agave para
observar las estomas, imagen (O). se observan imagenes de estomas en los resultados.
Se recolecto imagenes de las estomas en la Tabla 3: Ficha de registro de estomas agave
americana del grupo de estudio de temperatura alta y estrés hidrico durante 15y 31
dias, entre temperatura de (50-70 °C) y control temperatura ambiente.

Figura 13. Se midid la altura y el ancho en las hojas de las agaves como se observa
en la imagen (O), se pesaron los 3 grupos el de estrés de 15 y 31 dias las hojas y el
control en una balanza analitica, antes de ingresar a la estufa, imagen (P).



Figura 14. Después que las hojas salieran de la estufa, Se pesaron las hojas
deshidratadas, imagen (Q), luego se utilizé una maquina de moler, imagen (R), las hojas
deshidratas se molieron hasta quedar polvo, imagen (S). Se recolecaron datos en la Tabla
4.

Figura 15. Se macero en unas botellas a temperatura ambiente por 2 dias las muestras
de los grupos de 15 dias , 31 dias y control observado en la imagen (T), se utilizo un
homogeneizador ultrasonico se coloco en un vaso el estracto de agave americana segun
la imagen (U), se coloco el estracto en el ultra probe sirve para romper las células asi
extraer componentes como los metabolitos secundarios (saponinas).



Figura 16. Para finalizar utilizamos un rotavapor en temperatura de 80 °C por 40
minutos nos permite extraer los compuestos del extracto etanolico destilando y
condensando, evaporando el alcohol del extracto. Imagen (W).

Figura 17. Se medio en un vaso precipitado el extracto saponinas del grupo control,
segun la Imagen (X).

Figura 18. Se observa en las placas, los discos con extracto de saponinas de agave de
los grupos de: 15 dias, 31dias y el control donde no presentaron actividad
antimicrobiana, no se presencio halo, segun las Imagenes (Y) y (2).
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Tabla 1: Ficha de registro de aclimatacion de agave americana.
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Tabla 2: Ficha de registro de estrés fisicoquimico como la temperatura alta estrés
hidrico.

No

GRUPO

ESTUDIO

N° DE
HOJAS

PESO

(Kg)
total

ALTURA

ANCHO

To

HUMEDAD

FECHA

TEMPERATURA ALTA
DURANTE Y ESTRES
HIDRICO 15 DIAS

TEMPERATURA ALTA
DURANTE Y ESTRES
HIDRICO 31 DIAS

CONTROL




Tabla 3: Ficha de registro de estomas agave americana del grupo de estudio de
temperatura alta y estrés hidrico durante 15 y 31 dias, la temperatura de (50-70 °C) y
control temperatura ambiente.

GRUPO

ESTUDIO ESTOMAS (IMAGEN)

TEMPERATURA ALTA
DURANTE Y ESTRES
HIDRICO 15 DIAS

TEMPERATURA ALTA
DURANTE Y ESTRES
HIDRICO 31 DIAS

CONTROL

Tabla 4: Ficha de registro de agave americana en el procesamiento de deshidratacion de
las hojas de agave americana hasta llegar a polvo.



PESO

TOTAL | PESO PESO DE
GRUPO DE LA DE MATERIA | PESO
DE N° DE | PLANTA | HOJAS | T°DE SECA | MOLIDO
N° | ESTUDIO | HOJAS | (Kg) (Kg) | ESTUFA | (Kg) (kg) | FECHA

TEMPERATURA ALTA
DURANTE Y ESTRES
HIDRICO 15 DIAS

TEMPERATURA ALTA
DURANTE Y ESTRES
HIDRICO 31 DIAS

CONTROL

Tabla 5: Ficha de registro los diferentes tratamientos de extracto de Agave americana
para sensibilidad y resistencia de microorganismo.




ESCALA
DIFERENTES
BACTERIA TRATAMIENTOS R INT

O .
& 15 Dias
~
™M
-
o
O 31 Dias
i

Control

¢+ Escala para comparar la inhibicion segun Duraffourd.

ESCALA MEDIDAS
Resistencia (-): Diametro menor a 8 mm
Sensibilidad intermedia (++): Diametro dentro 14 y 20 mm

Alta sensibilidad (+++): Diadmetro mayor a 20 mm




