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Resumen

La cabuya negra, una planta nativa de los Andes ecuatorianos, ha sido utilizada
tradicionalmente para diversos fines, pero su potencial bioactivo ain no ha sido completamente
investigado. Este estudio tiene como objetivo analizar de la actividad antifingica y antioxidante
del extracto hidroalcoholico de cabuya negra (Agave cordillerensis), y establecer diferencias
significativas en las propiedades bioactivas entre las distintas secciones de la hoja (apice, media
y base). La metodologia incluyo la recoleccién de muestras, extraccion hidroalcohdlica y
pruebas in vitro para evaluar tanto la actividad antifingica mediante pruebas de inhibicion como
la capacidad antioxidante utilizando el método DPPH. Como resultados de la actividad
antifangica obtuvimos 4 placas petri en las cuales se pudieron observar halos de inhibicién
alrededor de los discos de papel filtro. Por otro lado, en la evaluacién de actividad antioxidante
se pudo observar que hubo mayor porcentaje de inhibicion, cual fue en la muestra de la parte
media de la hoja de cabuya negra recolectada en Salasaca tuvo un valor de 77,75%. Este estudio
busca no solo resaltar la importancia de la cabuya negra en el ambito cosmético, sino también

fomentar su uso sostenible y su valorizacion en las comunidades locales.

Palabras clave: Cabuya negra; Agave cordillerensis; Actividad antifungica; Actividad

antioxidante; Cosméticos.



Abstract
The present research focuses on the evaluation of the antifungal and antioxidant
activity of the hydroalcoholic extract of black cabuya (Agave cordillerensis), with the
objective of exploring its potential use in cosmetic products. Black cabuya, a plant native
to the Ecuadorian Andes, has been traditionally used for various purposes, but its bioactive
potential has not yet been fully investigated. This study is justified by the growing demand
for safe and effective dermatological treatments, especially against fungal infections such

as those caused by Candida albicans.

The general objectives are to evaluate the antifungal and antioxidant activity of the
extract and to determine significant differences in the bioactive properties between the
different sections of the leaf (apex, middle and base). The methodology includes sample
collection, hydroalcoholic extraction and in vitro tests to evaluate both antifungal activity

by inhibition tests and antioxidant capacity using the DPPH method.

The expected results could contribute to the development of natural cosmetic
products based on black cabuya extract, offering viable alternatives to conventional
treatments that have limitations. This study seeks not only to highlight the importance of
black cabuya in the cosmetic field, but also to promote its sustainable use and its

valorization in local communities

Keywords: Black cabuya; Agave cordillerensis; Antifungal activity; Antioxidant

activity; Cosmetics.
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Capitulo 1
Antecedentes

1.1. Introduccion

En las Gltimas décadas, el estudio de los recursos naturales ya sea para aplicaciones
industriales, cosméticas e incluso farmacéuticas, ha ido cobrando protagonismo debido a
su sostenibilidad y seguridad. Por esta razon, la cabuya negra (Agave cordillerensis), una
planta autoctona de los Andes ecuatorianos, se muestra como un recurso de gran interés
por su potencial bioactivo. A pesar de no existir suficientes investigaciones cientificas
sobre esta planta, esta ha sido tradicionalmente empleada por comunidades locales en
aplicaciones sobre el cuero cabelludo, entre otros usos, lo que sugiere potenciales
propiedades funcionales que necesitan ser exploradas a profundidad (Martinez &
Gonzélez, 2019). Su potencial composicion quimica, rica en compuestos con propiedades
antioxidantes y antifingicas, la posiciona como una alternativa prometedora e interesante
para el desarrollo de productos cosméticos innovadores.

Por otro lado, tenemos las enfermedades dermatoldgicas, particularmente aquellas
relacionadas con infecciones fungicas y el estrés oxidativo, las cuales afectan a millones
de personas a nivel mundial y generan una demanda constante de productos totalmente
eficaces y seguros ya que los tratamientos convencionales, como los corticosteroides y
antimicrobianos sintéticos, suelen estar asociados con efectos secundarios y la creciente
resistencia microbiana, lo que subraya la importancia de explorar alternativas basadas en
recursos naturales (Lopez & Pérez, 2018). En este contexto, los extractos vegetales,
incluyendo aquellos obtenidos de especies del género Agave, han demostrado un gran
potencial debido a su capacidad para inhibir el crecimiento microbiano y neutralizar

radicales libres (Custode-Pérez et al., 2023)
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El objetivo general de esta investigacion es evaluar la actividad antifingica y
antioxidante del extracto hidroalcohdlico de cabuya negra para su potencial aplicacion en
productos cosméticos. Para ello, se busca determinar diferencias en la actividad antifingica
y antioxidante entre las distintas fracciones de la hoja (apice, parte mediay base) y analizar
el impacto de las condiciones geogréaficas de recoleccion sobre su composicién quimica
(Gbmez et al., 2022)

Este trabajo pretende contribuir al conocimiento cientifico de los recursos.

1.2 Planteamiento del problema

La cabuya negra (Agave cordillerensis), ha sido ancestralmente empleada por
comunidades rurales en diversas aplicaciones tradicionales, como elaboracion de bebidas e
incluso como reemplazo del shampoo. Entre las comunidades andinas, esta planta es conocida
por su versatilidad y resistencia, pero su aprovechamiento cientifico se ha centrado en
aplicaciones limitadas. Algunos estudios iniciales sugieren que podria contener metabolitos
secundarios con propiedades antioxidantes y antimicrobianas, abriendo nuevas oportunidades
en el desarrollo de productos biotecnoldgicos, especialmente en el area cosmética (Martinez

& Gonzalez, 2019).

A pesar de su potencial, el conocimiento sobre la cabuya negra sigue siendo limitado,
lo que resalta la importancia de investigaciones que validen cientificamente sus
propiedades bioactivas. Algunos estudios han empezado a indagar en su posible capacidad
para combatir infecciones fungicas y neutralizar radicales libres, problemas frecuentes en
el ambito de la dermatologia y la cosmética (Zambrano & Rojas, 2021). Estas
investigaciones buscan rescatar el valor de este recurso natural, fomentando su
aprovechamiento sostenible y beneficiando a las comunidades que tradicionalmente han

cultivado y utilizado la cabuya negra.
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Por otro lado, las infecciones fungicas y los efectos del estrés oxidativo representan
desafios importantes para la salud de la piel ya que los tratamientos convencionales, como
los antiflngicos sintéticos y los corticosteroides, pueden generar efectos adversos y
contribuir al desarrollo de resistencia microbiana (Lopez & Pérez, 2018). Esta problemaética
ha impulsado la basqueda de alternativas basadas en compuestos naturales, con el objetivo
de ofrecer soluciones mas seguras, eficaces y sostenibles.

La exploracién de las propiedades bioactivas de la cabuya negra podria representar
una alternativa innovadora frente a estos desafios. Sin embargo, hasta el momento no se
han realizado estudios que analicen de manera integral su actividad antifungica y
antioxidante, ni su variabilidad en funcion de la estructura de la hoja o el entorno
geografico. Esta ausencia de informacion constituye una brecha en el conocimiento que el
presente estudio pretende abordar.

El problema central de esta investigacion radica en la subutilizacion de un recurso
vegetal abundante y con potencial bioactivo, asi como en la falta de conocimiento sobre su
aplicacion en el desarrollo de productos cosméticos. Por tanto, se plantea la siguiente
pregunta de investigacion: ¢En qué medida las propiedades antifingicas y antioxidantes de
la cabuya negra varian entre las fracciones de su hoja y en funcion de las condiciones
geogréficas de recoleccion?

1.3 Justificacion

El presente proyecto tiene como proposito principal generar conocimiento sobre las
propiedades bioactivas de la cabuya negra (Agave cordillerensis), una especie vegetal
tradicionalmente utilizada en préacticas locales, cuyo potencial cientifico permanece en gran
medida desconocido. Con este estudio, se busca revalorizar este recurso natural, y por

consiguiente, contribuir al desarrollo de alternativas dermatologicamente sostenibles.

La creciente resistencia a los tratamientos antifungicos convencionales y los efectos
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secundarios asociados con el uso prolongado de corticosteroides resaltan la necesidad de
buscar nuevas fuentes de compuestos bioactivos. En este contexto, los extractos vegetales
representan una solucién viable debido a su bajo costo, alta disponibilidad y amplio espectro
de acciéon (Lopez & Pérez, 2018). Ademas, el uso de la cabuya negra en productos
cosméticos podria llegar a impulsar el desarrollo econémico local y, por lo tanto, fomentar
practicas agricolas sostenibles en las regiones andinas donde esta planta crece

abundantemente.

Por otro lado, desde la perspectiva cientifica, este estudio ayudara a ampliar la base de
conocimientos sobre las especies del género Agave, de manera que proporcione datos
relevantes sobre su composicion quimica y sus aplicaciones potenciales. Asimismo, al
evaluar las diferencias de las distintas fracciones de la hoja y entre regiones geograficas, se
podra optimizar el aprovechamiento de este recurso natural, promoviendo su uso racional y

sostenible.

1.4 Delimitacion

Los compuestos bioactivos presentes en el extracto pueden verse afectados por
factores ambientales como el suelo, la temperatura y la altitud. Dado que las muestras
fueron recolectadas Unicamente en dos localidades (Salasaca y Cubijies), los resultados
pueden no ser representativos de toda la poblacién de Agave cordillerensis. Estudios
adicionales en diferentes regiones permitirian evaluar mejor la estabilidad y composicién

quimica del extracto.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General
Evaluar la actividad antifingica y antioxidante del extracto hidroalcoholico de
cabuya negra (Agave cordillerensis) para determinar su potencial aplicacion en productos

cosméticos.

1.2.2 Objetivos especificos
1. Determinar la actividad antifungica de los extractos hidroalcohdlicos de las fracciones
de la hoja de cabuya negra (apice, parte media y base) mediante ensayos de inhibicion

frente a Candida albicans.

2. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos utilizando el

ensayo de DPPH para medir la neutralizacién de radicales libres.

3. Analizar las diferencias significativas en las propiedades bioactivas de las fracciones

de la hoja en funcion de las condiciones geogréaficas de recoleccion.
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Capitulo 2: Marco tedrico
2.1 Antecedentes del género Agave

El género Agave pertenece a la familia Asparagaceae y esta conformado por mas de
200 especies distribuidas principalmente en zonas de clima arido y semiarido del continente
americano (Thiede, 2020).

Estas plantas han sido aprovechadas de diversas formas a lo largo de la historia,
incluyendo la produccion de fibras textiles, la elaboracion de bebidas fermentadas y e incluso
se la ha utilizado en la medicina tradicional (Martinez & Gonzélez, 2019).

En el contexto ecuatoriano, la cabuya negra (Agave cordillerensis) se destaca como
un recurso de interés debido a sus propiedades bioactivas y su relevancia cultural en
comunidades locales (Sdnchez & Pérez, 2021). Sin embargo, su aprovechamiento se ha visto
limitado debido a la falta de estudios cientificos que puedan respaldar sus potenciales

aplicaciones tanto industriales como terapéuticas.

2.1.2. Propiedades bioactivas de Agave cordillerensis

Estudios sugieren que las especies del género Agave poseen gran variedad de
metabolitos secundarios entre ellos flavonoides, saponinas y polifenoles, los cuales han
demostrado que poseen actividad antimicrobiana y antioxidante (Custode-Pérez et al., 2023).
Por lo general, las saponinas son conocidas por su capacidad de alterar la permeabilidad de las
membranas celulares en hongos patogenos, lo cual llega a dificultar su crecimiento y
proliferacion (Garcia & Torres, 2021). Por otro lado, los flavonoides y polifenoles participan
como potentes agentes antioxidantes en la neutralizacion de radicales libres, y de esta manera
protegen las estructuras celulares del dafio oxidativo y reducen el envejecimiento prematuro de

los tejidos (Patel et al., 2021).
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Estudios previos, han demostrado que la concentracion de estos compuestos bioactivos
puede variar en funcion de diversos factores ambientales, como la altitud, el tipo de suelo y las
condiciones climéaticas (Zambrano & Rojas, 2021). Esto sugiere que la composicion quimica
de Agave cordillerensis podria variar de acuerdo con la region donde se cultive, lo que hace

necesario un anélisis detallado de sus propiedades en funcion de su entorno.

Sin embargo, a pesar del potencial que se sugiere que tiene esta planta, existen pocos
estudios que hayan caracterizado exhaustivamente su composicion fitoquimica y sus

aplicaciones en la industria cosmética o farmacéutica.

2.2 Estrés oxidativo y enfermedades dermatoldgicas

El estrés oxidativo se da cuando hay un desequilibrio entre la generacion de radicales
libres y la capacidad del organismo para neutralizarlos a través de antioxidantes (Lopez &
Pérez, 2018). A este fendbmeno se lo asocia con diversas enfermedades crénicas y
afecciones dermatologicas, incluyendo el envejecimiento prematuro de la piel, la dermatitis
y la psoriasis (Gémez-Rodriguez & Rivera-Cérdenas, 2019). La radiacion ultravioleta,
contaminantes ambientales y malos habitos alimenticios son factores que pueden acelerar
los procesos de deterioro celular.

Se ha observado que los antioxidantes de origen natural, especialmente aquellos
extraidos de plantas, pueden ayudar a mitigar el dafio oxidativo en la piel (Silva et al.,
2024). En este sentido, los compuestos bioactivos presentes en Agave cordillerensis
podrian ser aprovechados en el desarrollo de productos cosméticos con propiedades
protectoras y regenerativas, ofreciendo una alternativa segura y sostenible para el cuidado

de la piel.
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2.2.2 Infecciones fungicas y su tratamiento

Uno de los desafios que tiene el campo de la dermatologia son las infecciones causadas
por hongos, en este caso, las producidas por Candida albicans (Choi et al., 2022). Ya que estos
microorganismos pueden afectar la piel, las mucosas y las ufias, generando molestias y
complicaciones en personas con sistemas inmunolégicos comprometidos. A pesar de que
existen tratamientos antifungicos convencionales, como el fluconazol y la anfotericina B, la
creciente resistencia a estos medicamentos ha impulsado la busqueda de alternativas més

seguras y eficaces (Ojito-Ramos et al., 2020).

En este contexto, los extractos de plantas con actividad antimicrobiana han captado el
interés de la comunidad cientifica (Custode-Pérez et al., 2023). Ya que se ha documentado que
las saponinas y otros compuestos presentes en Agave cordillerensis poseen efectos antifingicos
al alterar la estructura de la membrana celular de los hongos, impidiendo su proliferacion
(Davicino et al., 2007). Estas propiedades sugieren que el extracto hidroalcohdlico de la cabuya
negra podria constituir una opcion prometedora para el desarrollo de productos antifungicos de

origen natural.

2.3.  Maétodos de extraccién y analisis de compuestos bioactivos

La extraccion hidroalcoholica es uno de los métodos mas utilizados para obtener
compuestos bioactivos de plantas. Este método emplea una mezcla de etanol y agua, lo que
permite solubilizar tanto compuestos polares como no polares, maximizando la
recuperacion de metabolitos secundarios. Se opta por la proporcion de etanol al 70% ya
que es efectiva para la extraer flavonoides y saponinas, compuestos clave en la actividad
bioactiva de las plantas (Patel et al., 2021).

Posteriormente, los extractos obtenidos son analizados para determinar su

composicion quimica y capacidad bioactiva. En el caso de la evaluacidn antioxidante, uno
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de los métodos de ensayo mas comunes es el de DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazilo) ya
que mide la capacidad de los compuestos para donar electrones y neutralizar radicales
libres, y de esta manera proporciona una medida cuantitativa de la actividad antioxidante
(Gémez-Rodriguez & Rivera-Céardenas, 2019).

Por otro lado, para la evaluacion antifungica, el método ampliamente utilizado es el de
difusion en discos. Este método se basa en la aplicacion de discos impregnados con extracto
a analizar, sobre placas de cultivo las cuales son inoculadas con Candida albicans. El
tamarfio de los halos de inhibicion formados alrededor de los discos indica la eficacia del
extracto. En estos ensayos, se han utilizado controles positivos, como ciprofloxacina, y
negativos (discos sin extracto) para validar los resultados (Choi et al., 2022; Silva et al.,

2024).
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Capitulo 3: Metodologia
3.1 Ubicacidn geografica
Las hojas de cabuya negra (Agave cordillerensis) fueron recolectadas en dos
localidades especificas de la Sierra ecuatoriana:
e Cubijies con las siguientes coordenadas geograficas: 1°38'41.5"S

78°35'24.0"W

SAN GERARDO

Centro comunitario

de Guazazo

Cascada Puelazo @

Imagen 1. Ubicacion geogréfica de zona de recoleccion de muestra de Cubijies.

e Salasaca con las siguientes coordenadas geograficas: 1°18'43.1"S

78°34'47.5"W

=3~ losAndesi# 3

/n-légrgsigr?al . : Caserio Siguald @
A kB EL ROSARIO
e

YACUPAMBA

CATIMBO

b

Imagen 2. Ubicacion geogréfica de zona de recoleccion de muestra de Salasaca.
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Estas regiones fueron seleccionadas estratégicamente debido a sus diferencias en
altitud, clima y caracteristicas del suelo, factores que podrian influir significativamente en
la composicion de los compuestos bioactivos presentes en la planta (Martinez & Gonzélez,
2019). La recoleccion se llevé a cabo durante los meses de mayor estabilidad climatica para

evitar posibles contaminaciones derivadas de las lluvias o el exceso de humedad.

3.2 Disefio experimental

Para nuestro disefio se utilizo el software Infostat version 2017. Para evidenciar las diferencias
significativas mediante el analisis de varianza ANOVA y prueba de Tukey. El nivel de la
significancia de la prueba de ANOVA es p<0,0001, las variables consideradas fueron la matriz
que representa las partes de la hoja de cabuya negra, ubicacion de donde fueron recolectadas y
la interaccidn entre ambas. En la prueba de Tukey el nivel de significancia es de 5% (p<0.05),
en el cual las variables, en este apartado se evallan las diferencias entre las variables
consideradas que fueron la matriz, ubicacion e interaccion entre ambos factores, en el cual las
letras distintas representan diferencias significativas entre las combinaciones.

La matriz representa las distintas partes de la hoja de Agave Cordillerensis que son &pice (1),

medio (2) y base (3); y la ubicacion que son Salasaca (1) y Cubijies (2).

Tabla 1.

Tabla de disefio experimental

Reéplicas |Ubicacion |Parte de la hoja |Actividad
1 .

A
> pice
1 . er .
> Salasaca Medio Antifingica
1

B
) ase
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Apice

Medio Antioxidante

Base

Apice

Medio Antiflngica

Base

Cubijies

Apice

Medio Antioxidante

Base

NIFRLINEFPINDNEFEPINPEFPINMNEDNRPEPNREFPDNDERDNPREP

3.3 Recoleccién y preparacion de muestras

Una vez recolectadas, las hojas fueron transportadas en bolsas de papel para
minimizar la degradacién de los compuestos bioactivos. Una vez transportadas al
laboratorio, las hojas fueron sometidas a un proceso de limpieza inicial utilizando agua
destilada para eliminar particulas de suciedad y residuos externos. Posteriormente, se
desinfectaron utilizando una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante 5 minutos,
seguida de varios enjuagues con agua destilada estéril para garantizar la eliminacion total
del desinfectante (Patel et al., 2021).

Tras la limpieza, las hojas se dividieron en tres fracciones especificas: el apice, la
parte media y la base. Esta divisién permitid evaluar como varian los compuestos
bioactivos a lo largo de la estructura de la hoja. Las hojas se secaron en un espacio
sombreado, ventilado y a temperatura ambiente (25-28 °C) durante un periodo de 7 a 10
dias, evitando la exposicion directa a la luz solar para prevenir la degradacion de los

metabolitos secundarios sensibles a la luz y al calor excesivo (Zambrano & Rojas, 2021).



Imagen 3. Muestras de cabuya negra secas.
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Imagen 4. Diagrama del proceso de recoleccion y preparacion de muestras.

3.4 Proceso de extraccion hidroalcoholica

70ml de
etanol 30ml
aggua destilada

72 horas
Temperatura
ambiente
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Cada fraccion fue triturada utilizando morteros hasta obtener un polvo homogéneo,

este serd macerado con solucion hidroalcohdlica (70% etanol-30% agua destilada) en una
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proporcion de 1:10 (10 g de polvo por 100 mL de solucion hidroalcoholica) en frascos de

vidrio &mbar para minimizar la exposicion a la luz.

Imagen 5. Proceso de triturado de las muestras.

La maceracion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante 72 horas, y las
muestras fueron agitadas cada 12 horas para garantizar una extraccion uniforme de los
compuestos activos (Gomez-Rodriguez & Rivera-Cardenas, 2019). Finalizado este tiempo,

las muestras fueron filtradas mediante filtracion al vacio.

Imagen 6. Proceso de filtracion al vacio.
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Posteriormente, el extracto liquido obtenido se concentr6 mediante un evaporador
rotatorio a 40 °C, eliminando el solvente sin comprometer la estabilidad de los compuestos
bioactivos (L6pez et al., 2022).

Los extractos concentrados seran almacenados en frascos de vidrio ambar a 4.1°C para
su conservacion hasta el momento de ser utilizados en los analisis correspondientes.
Este método asegura la estabilidad de los compuestos bioactivos y minimiza la

oxidacion o degradacion de los mismos (Patel et al., 2021).

Laboratorio instrumental Laboratorio de quimica
L L )
Preparacion de los equipos para Preparacion del equipo de
filtrar al vacio rotavapor
|. L
Filtrado al vacio de Conﬂgura{;]an de la SOrpm
las soluciones rotacién y la | asc
| temperatura del 80.0mbar-
* _ 29.0mbar
Medir el volumen ] 100ml cada rotavapor -
de las seis muestras _1 muestra l
|. Evaporacidn rotatoria del
Traspaso de las soluciones a extracto hidroalcohdlico de |4 2 horas cfu
frascos ambar de vidrio cabuya negra -

Almacenamiento y r
refrigeracion de los L 4.1°C

extractos hidroalcohdlicos | L

Imagen 7. Diagrama del proceso de la preparacion de los extractos hidroalcohdlicos.

3.1.1 Evaluacion de la actividad antifungica

La actividad antifungica de los extractos se evalué6 mediante difusion en disco. Para ello,
se utilizaron placas de agar Sabouraud, un medio de cultivo que favorece el crecimiento de
hongos como Candida albicans. El medio fue preparado de acuerdo con las

especificaciones del fabricante y esterilizado en autoclave a 121 °C durante 60 minutos.
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Una vez solidificado, las placas fueron inoculadas con una suspension de Candida albicans
ajustada a una densidad Optica de 0.1 a 600 nm, lo que equivale a una concentracién de 1x103

UFC/mL (Choi et al., 2022).

Se prepararon discos de papel filtro estériles de 6 mm de didmetro, los cuales fueron
impregnados con 20 uL de los extractos a una concentracion de 100 pug/mL. Los discos se
colocaron sobre la superficie del agar utilizando pinzas estériles y ejerciendo una ligera
presion para asegurar el contacto adecuado. Como control positivo, se empleo ciprofloxacina

(CIP 5), un antibiotico eficaz contra bacterias y hongos.

También se incluyeron controles negativos utilizando discos impregnados Unicamente con
agua destilada estéril (Silva et al., 2024).

Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24-48 horas en una incubadora
microbioldgica. Posteriormente, se observé la presencia de halos de inhibicion y los datos
obtenidos se analizaron estadisticamente para determinar diferencias significativas entre
las zonas de inhibicion generadas por los extractos y las generadas por el control positivo

(LOpez et al., 2022)

Laboratorio de microbiologia Laboratorio de quimica Laboratorio de microbiologia
O O @@
-
* 32.54g en R — - - - -
Preparacién de Agar Sabouraud || 500ml agua Preparacién de suspension 5ml Estriado de la suspension en las cajas Petri
destilada de Candida albicans
| v
. - L —if - r - Colocacion de discos de papel 3 discos
Desinfeccion de la cabina de flujo N Ajuste de densidad J01a filtro en cada caja Petri 1
laminar 6ptica de la suspension 600nm
v
A 121°C v Dispensado de extracto 10uL
’ Autoclavado de medioy ‘ 1 o Preparacion de discos de hidroalcohélico en cada disco -
materiales y e - 6mm T
T papel filtro estéril !
A n "
Dispensacion y solidificacion de medio en v Sellado de cada placa con Parafilm
cajas Petri | o \'
; Incubacién de todas las 37°C
Inoculacion de Candida albicans en el caja;en ir'mcu’ba‘dora 24-48horas
medio microbiolégica
Incubacion de la placa Petri con 30°C Observacién e interpretacion de
la cepa 7| 24horas resultados

) s

Imagen 8. Diagrama del proceso de la evaluacion de la actividad antifingica.
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3.1.1 Evaluacion de la actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos se determind mediante el ensayo de DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), el cual es utilizado para evaluar la capacidad de los
compuestos para neutralizar radicales libres. Se prepar6 una solucién madre de DPPH en
metanol a una concentracion de 0.1 mM, la cual se almacend en oscuridad y a temperatura

ambiente para evitar su degradacion (Gémez-Rodriguez & Rivera- Cardenas, 2019).

Para cada andlisis, se mezcld 1 mL de la solucion de DPPH con 1 mL de los extractos
diluidos con agua destilada. Las mezclas fueron incubadas en oscuridad durante 30 minutos
a temperatura ambiente para garantizar la interacciéon entre el DPPH y los compuestos
antioxidantes presentes en los extractos. Posteriormente, se medi6 la absorbancia de las
muestras a 517 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis calibrado (Silva et al., 2024).

La actividad antioxidante fue expresada como porcentaje de inhibicion del DPPH,

calculado mediante la férmula:

absorbancia del control — absorbancia de la muestra

O imhibiridn —
Ainhibicion = ( absorbancia del control ) x 100

donde es la absorbancia del control (DPPH sin extracto) y es la absorbancia de la
muestra con extracto. Para construir la curva estandar, se utilizd Trolox como estandar de referencia,

y asi construir una curva estandar y expresar los resultados en uM TE (LoOpez et al., 2022).

3.1.2 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 con el proposito de evaluar la significancia
y confiabilidad de los resultados experimentales obtenidos. Los valores de absorbancia fueron
sometidos a un analisis descriptivo, calculandose medias y desviaciones estandar para estimar
la variabilidad experimental y la consistencia de los replicados obtenidos.

Posteriormente, se llevaron a cabo analisis inferenciales mediante el andlisis de varianza
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(ANOVA) para detectar diferencias estadisticamente significativas entre las fracciones de las

hojas en términos de su actividad antioxidante y antiflngica, garantizando el cumplimiento de

los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas mediante pruebas especificas.

Asimismo, se analizaron correlaciones entre las concentraciones de los extractos y los

porcentajes de inhibicidn de radicales libres mediante el método DPPH.

. 121°C
Auto clavado de materiales 1 hora

Dilucién de extractos hidroalcohdlicos en agua destilada

200puL de muestra
1800pL de agua destilada

Recepcion de solucion de DPPH y etanol al 96%

A 4

Elaboracidén de tubos de ensayo de control

v

Elaboracion de tubos de ensayo de blanco

v

Elaboracion de tubos de ensayo de muestra

200uL de etanol
3200uL de DPPH

200puL de muestra
3200pL de etanol al 96%

200pL de muestra
3200uL de DPPH

Conservacion de tubos de control y muestra en oscuridad { 30 minutos

Calibracion de espectrofotémetro UV-VIS

v

Medicion de los tubos de ensayo de control, blanco y muestra { 517nm

!

Obtencion de porcentajes de inhibicion

v

Interpretacion de resultados

!

Extracto hidroalcoholico de cabuya negra obtenido y

caracterizado

Imagen 9. Diagrama del proceso de la evaluacion de la actividad antioxidante.
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Capitulo 4: Resultados y discusiones

4.1 Determinar la actividad antifungica de los extractos hidroalcoholicos de las fracciones
de la hoja de cabuya negra (apice, parte media y base) mediante ensayos de inhibicion

frente a Candida albicans.

Los resultados obtenidos muestran la inhibicién del crecimiento de Candida albicans

en tres cajas Petri, lo que se relaciona directamente con el primer objetivo especifico del estudio.

Los halos de inhibicion que se pueden observar en la imagen 10, nos indican que en la
placas que corresponden tano a la parte media como a la base de la hoja de cabuya recolectada
en la zona de Salasaca; al igual que en la imagen 11, en la cual se observa la presencia de halos
de inhibicidn en la placa de la parte media de la hoja de cabuya negra, estas imagenes confirman
el potencial antifungico de las plantas de la familia Asparagaceae y es consistente con estudios
previos realizados en extractos vegetales con propiedades antimicrobianas. Compuestos con
propiedades antifingicas han sido reportados en estudios previos como responsables de la
inhibicién de Candida albicans en otros extractos vegetales, lo que respalda la actividad
observada en nuestro estudio (Martinez-De La Rosa et al., 2024; Espinoza Mendoza y Moreira

Miranda, 2023).

No se observo inhibicion en una de las fracciones analizadas, lo que sugiere posibles diferencias
en la concentracién de compuestos bioactivos entre las distintas secciones de la hoja.
Investigaciones como la de Espinoza Mendoza y Moreira Miranda (2023) también han
reportado diferencias en la actividad antifungica segun la parte de la planta utilizada, destacando
la importancia de realizar estudios fitoquimicos adicionales para identificar los compuestos

responsables.
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Discusiones

Los hallazgos obtenidos en este estudio muestran que la actividad antifungica del
extracto hidroalcoholico de cabuya negra varia segun la fraccion de la hoja utilizada, lo cual
puede estar relacionado con la distribucion de metabolitos bioactivos en la planta.
Investigaciones como la de Gonzalez et al. (2019) evaluaron la actividad antifungica de
extractos etandlicos de diferentes especies mediante el método de difusion en agar y observaron
que la inhibicion del crecimiento micelial dependia de la concentracidn del extracto y del hongo
evaluado. Esto es consistente con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde se
evidencid una inhibicion selectiva en algunas fracciones de la hoja de cabuya negra, sugiriendo

que la distribucion de compuestos antifingicos no es uniforme en la planta.

Asimismo, la comparacion con estudios previos sobre extractos vegetales indica que la
composicién quimica del extracto juega un papel crucial en su actividad antifungica. Mendoza
et al. (2020) demostraron que extractos de plantas con alta presencia de compuestos fenolicos
y flavonoides exhibieron una inhibicidn significativa del crecimiento fungico en pruebas de
difusién en agar, similar a lo observado en este estudio. Esto refuerza la necesidad de realizar
un analisis fitoquimico detallado para identificar los compuestos responsables de la actividad

antifangica de la cabuya negra y evaluar su estabilidad en formulaciones cosméticas.

A pesar de los resultados prometedores, es importante considerar ciertas limitaciones
como las condiciones in vitro ya que la evaluacion de la actividad antifungica se realizé en un
ambiente controlado, lo que no permite extrapolar directamente los resultados a condiciones
reales de aplicacion en productos cosméticos. Ramirez et al. (2021) sefialan que, si bien los
ensayos in vitro proporcionan una primera aproximacién de la efectividad de un extracto, es
fundamental validar su eficacia mediante estudios en modelos de piel artificial o ensayos

clinicos.
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Otra limitacién por considerar es que se solo se realizé un analisis cualitativo, es decir
que en este estudio no se cuantificaron los halos de inhibicion, lo que dificulta la comparacion
exacta de la potencia antifungica de cada fraccion de la hoja. Silva'y Torres (2022) recomiendan
complementar los ensayos de difusion en agar con pruebas de micro dilucion en caldo para
determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y evaluar con mayor precision la

efectividad del extracto en productos dermatologicos.

Imagen 10. Resultados de la evaluacion de actividad antifingica de muestras de Salasaca.
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Imagen 11. Resultados de la evaluacion de actividad antifl]ngfca de muestras de Cubijies.

Imagen 12. Controles de la evaluacion de actividad antifungica.

37
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4.2 Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos utilizando el

ensayo de DPPH para medir la neutralizacion de radicales libres.

Se utilizd una curva de calibracion con un R?= 0,9982 la cual fue realiza con diferentes
concentraciones de estandar de mmol Trolox/g (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90), teniendo
como valores mas altos de inhibicion, el 77,62 % y el 78,72 %, son consistentes con la
aplicacion de tratamientos o compuestos altamente efectivos. Estos valores indican una buena
capacidad inhibidora, probablemente asociada a la concentracién adecuada del compuesto
activo o a condiciones Optimas del experimento. Ademas, la consistencia entre columnas
sugiere que los tratamientos aplicados tuvieron un efecto reproducible, lo cual es esperado
cuando las condiciones experimentales estan bien controladas. Los valores intermedios, como
el 58,37 %, 58,22 % o0 52,27 %, también pueden considerarse esperados si los tratamientos

fueron efectivos, pero menos potentes o si la concentracion del inhibidor fue més baja.

Los valores mas bajos, como el 46,95 % y el 47,42 %, (Ver imagen 5) podrian ser
sorprendentes si se esperaba una inhibicion mas alta. Esto podria deberse a una menor eficacia
del compuesto, a la degradacion del inhibidor o a errores en la preparacion de la muestra.
Asimismo, pequefias variaciones entre valores cercanos, como el 58,37 %y el 58,06 %, aunque
minimas, podrian ser inesperadas si se buscaba uniformidad entre réplicas, y podrian explicarse
por fluctuaciones en las condiciones del sistema. Si los valores de una columna son
consistentemente menores en comparacion con las otras, también podria ser un resultado

inesperado si todas las columnas representaban tratamientos teéricamente similares.

IC50
Apice Salasaca (1C50 = 113,67 pg/mL)
La grafica (imagen 16) muestra una relacion logaritmica entre la concentracion del

extracto y la inhibicion del radical DPPH. El valor de IC50 elevado indica una baja capacidad
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antioxidante, ya que se requiere una alta concentracion del extracto para inhibir el 50 % de los
radicales libres. Esto sugiere una menor concentracion de compuestos bioactivos en esta parte
de la planta. Factores como la exposicién a la luz o una menor acumulacién de fenoles podrian
explicar este resultado.

Medio Salasaca (IC50 = 0,00 pg/mL)

El comportamiento inusual de esta gréfica (imagen 17), con un IC50 de cero, podria
indicar una inhibicion total del radical DPPH incluso a concentraciones muy bajas del extracto.
Este resultado es inusual y puede deberse a una concentracion extremadamente alta de
compuestos antioxidantes o a un error experimental, como una posible saturacién del sistema
de medicion.

Base Salasaca (IC50 = 8,68886E-24 pg/mL)

Dicha grafica (imagen 18) muestra una relacion logaritmica descendente entre la
concentracion del extracto y la absorbancia del DPPH, lo que indica una inhibicidn eficiente de
los radicales libres. El valor extremadamente bajo de IC50 (cercano a cero) revela una
capacidad antioxidante notable, ya que una concentracién minima del extracto es suficiente
para neutralizar el 50 % de los radicales DPPH. ElI comportamiento descendente constante en
la grafica refuerza la eficiencia del extracto en concentraciones bajas, sin mostrar saturacion del
sistema antioxidante incluso en diluciones elevadas.

Apice Cubijies (1C50 = 3,62316E-08 pg/mL)

Esta grafica (imagen 19) muestra una relacion logaritmica descendente entre la
concentracion del extracto y la absorbancia del DPPH. A concentraciones muy bajas del
extracto, se observa una inhibicion considerable de los radicales libres, lo cual esta respaldado
por el valor extremadamente bajo del 1C50. El descenso progresivo de la curva indica una

interaccion eficiente entre el antioxidante y los radicales libres.
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Medio Cubijies (1C50 = 4,41633E-33 pg/mL)

Aquella gréafica (imagen 20) presenta una caida pronunciada en la absorbancia del
DPPH, incluso a concentraciones minimas del extracto. El valor de IC50 practicamente nulo
refleja una inhibicion completa a muy bajas concentraciones, evidenciada por una curva que
rapidamente se estabiliza en niveles bajos de absorbancia. Esta respuesta logaritmica sugiere la
presencia de compuestos altamente activos y efectivos en la neutralizacion de radicales libres.
Base Cubijies (IC50 = 2,77736E-47 pg/mL)

La grafica (imagen 21) evidencia una curva logaritmica con una disminucion
extremadamente eficiente de la absorbancia del DPPH. A concentraciones practicamente
insignificantes del extracto, se logra una inhibicidn casi total de los radicales libres. El valor de
IC50, el mas bajo de todos los analizados, refuerza la impresionante capacidad antioxidante del
extracto en esta seccion.

Discusiones

Nuestros valores de la prueba DPPH arrojaron porcentajes de inhibicion de hasta 77,62
%y 78,72 %, lo que evidencia una destacada capacidad antioxidante. En comparacion con el
estudio de Siang et al. (2022), quienes evaluaron la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Plumeria alba (PALHE) mediante el ensayo de DPPH, reportaron
un IC50 de 23,96 pg/ml, lo que indica una moderada actividad antioxidante. Asimismo, en
comparacion con el estudio de Enriquez et al. (2024), quienes evaluaron la capacidad
antioxidante de una conserva de flor de cabuya negra (Agave americana) y reportaron una
capacidad antioxidante notable de 65,000 mg/kg mediante el método FRAP, se observa que
nuestros resultados reflejan una fuerte actividad antioxidante que también podria estar
relacionada con una concentracién dptima de compuestos bioactivos y condiciones

experimentales controladas.

Asimismo, el estudio de Enriquez et al. (2024) destacé la importancia de conservar las
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propiedades antioxidantes a través de procesos adecuados, como el secado y la extraccion
asistida por ultrasonido. Nuestros valores intermedios de inhibicion, como el 58,37 % y el 52,27
%, pueden compararse con los de este estudio, donde la extraccion eficiente de compuestos
bioactivos fue clave para obtener niveles elevados de antioxidante.

Los resultados de 1C50 obtenidos para las muestras de Salasaca y Cubijies muestran una
amplia variabilidad en la capacidad antioxidante. EI Apice de Salasaca presenté un IC50
elevado (113,67 pg/mL), reflejando una baja capacidad antioxidante, mientras que la Base de
Cubijies mostro un valor extremadamente bajo (2,77736E-47 pg/mL), se demuestra una notable
eficiencia antioxidante incluso a concentraciones minimas. Segun Enriquez et al. (2024), los
extractos de flor de Agave americana demostraron una actividad antioxidante de 65,000 mg/kg,
lo cual se asocio a un contenido considerable de compuestos fendlicos. Este hallazgo refuerza
laidea de que la concentracion de estos compuestos puede explicar los valores extremadamente
bajos de IC50 observados en las muestras de Cubijies. Siang et al. (2022) sefialan un valor de
IC50 de 23,96 ug/mL en extractos de Plumeria alba, un valor moderado en comparacion con
el acido ascorbico (3,89 pg/mL).

Asimismo, Tovar del Rio (2013), al analizar plantas recolectadas en la Ecorregion
Cafetera, reporta valores de IC50 que varian entre 7,24 ng/mL y 49,18 pg/mL, destacando el
extracto de Alchornea grandis como uno de los més efectivos. La autora hace énfasis en la
influencia del método de extraccion y la presencia de flavonoides en la capacidad antioxidante.
En comparacion con las muestras del Medio de Salasaca y la Base de Cubijies presentan
respuestas antioxidantes méas extremas, posiblemente debido a diferencias en la concentracion

de compuestos activos 0 a condiciones experimentales particulares.



Imagen 13. Muestras de Agave cordillerensis con DPPH después de calcular absorbancia.

Tabla 2.

Porcentajes de inhibicion y actividad antioxidante por secciones de la hoja y regiones

geograficas

% de
Muestra mmol Trolox/g IC50
Inhibicion
APICE 113,67
64,12 0,498697308
SALASACA
MEDIO 0,00
77,72 0,625873655
SALASACA
BASE SALASACA 58,53 0,442023726 8,68886x10—24
APICE CUBIJES 58,22 0,442709439  3,62316 x10-08
MEDIO CUBIJES 47,66 0,344474012  4,41633 x10-33
BASE CUBIJES 52,38 0,388264724  2,77736 x10~*7
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4.3 Analizar las diferencias significativas en las propiedades bioactivas de las
fracciones de la hoja en funcidn de las condiciones geograficas de recoleccion.
ANOVA

El andlisis de varianza (anexo 16) indica que las propiedades bioactivas de las
fracciones de la hoja, especificamente en actividad antioxidante varian significativamente
en base a las condiciones geogréficas de recoleccién y la matriz. Segun los resultados, en el
andlisis de varianza, el modelo general muestra un valor de F de 789.33, lo que indica que
al menos uno de los factores analizados tiene un efecto significativo en la actividad
antioxidante (p<0,0001). Quiere decir que se puede rechazar la hipétesis nula, que sugiere
que no hay diferencias significativas entre los tratamientos.

El factor de la matriz sefiala que hubo diferencias significativas con un valor F de
212.06. Lo que significa que las distintas matrices utilizadas en el estudio impactan de forma
considerable en las propiedades antioxidantes de las hojas, indicando que las condiciones de
extraccién o preparacion pueden influir en los compuestos bioactivos.

En el factor de ubicacién mostré alin mayor relevancia, con un valor F de 2080.34,
lo que resalta que el entorno geografico de recoleccion influye de manera determinante en
estas propiedades. La interaccion entre la matriz y la ubicacion también indica diferencias
significativas, con un valor F de 721.10, lo que sugiere que la efectividad de las matrices
puede depender del lugar en el que se recojan las muestras.

Prueba de Tukey
El analisis de Tukey complementa los hallazgos del ANOVA al ofrecer
comparaciones detalladas sobre las diferencias entre las medias de las distintas matrices y
ubicaciones analizadas. Con un nivel de confianza del 95% (alfa = 0.05), el test indica que
las matrices con letras comunes no tienen diferencias significativas en su actividad

antioxidante. Esto sugiere que, si bien existen variaciones, algunas fracciones se comportan
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de manera similar, destacando la importancia de elegir la matriz adecuada segun el objetivo
del estudio.

Hablando de las matrices (anexo 17), los resultados demuestran que las medias de la
actividad antioxidante para las fracciones no son iguales. El andlisis de Tukey revela que,
las matrices que compartian una letra en comun no presentaban diferencias significativas en
su actividad antioxidante; aunque hay variaciones, algunas fracciones se comportan de
manera similar en términos de sus propiedades antioxidantes.

En las ubicaciones geogréficas (anexo 18), los resultados del andlisis de Tukey
indican que hay diferencias significativas en las medias de la actividad antioxidante. Las
ubicaciones que compartian letras comunes reflejaron que, a pesar de las diferencias en el
entorno, algunos lugares propician una actividad antioxidante comparable, esta relacionado
con factores ambientales similares que favorecen el crecimiento y la composicion quimica
de las plantas.

Para finalizar en la interaccion entre la matriz y la ubicacion (anexo 19), las medias que

presentaban letras distintas indican diferencias significativas. Esto quiere decir que ciertas

combinaciones de matriz y ubicacion resultan en niveles de actividad antioxidante.
Discusion

La variable de la matriz en la actividad antioxidante con un valor de F = 212.06 sefiala
que las condiciones de recoleccion son importantes en la preservacion y liberacion de
compuestos bioactivos. Torres et al. (2021), autores del articulo “Antioxidant and antifungal
properties of plant extracts: A review.” Encontraron resultados similares en el andlisis de los
distintos métodos de extraccion en hojas de Rosmarinus Officinalis, en el cual los valores de
la actividad antioxidante tenian diferencias significativas en relacion a la técnica que se
utilizo.

El valor de la variable de la ubicacion geografica en nuestro andlisis de F = 2080.34
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demostré que los resultados tienen efecto, mencionados con anterioridad en el objetivo.

La interaccion entre la matriz (partes de la hoja) y la ubicacion de recoleccion arrojo un valor
de F=721.10, influyendo de manera significativa en la prueba de actividad antioxidante. En
comparacion con los autores Gonzalez et al. (2020) en su andlisis antioxidante en extractos
de Origanum Vulgare en la interaccion de zona de cultivo y método de extraccién indican
que influye directamente en la capacidad antioxidante de esta especie; en el andlisis de los
autores, los resultados en el anélisis de varianza arrojaron un valor de F = 625.14 con una
significancia de p<0,001, muestra que nuestro estudio en la interaccion entre la matriz y la
ubicacion tiene un efecto mas significativo en los compuestos antioxidantes que se
encuentran en el Agave Cordillerensis que en los extractos del Origanum Vulgare.

En el analisis de Tukey realizado, se complementan los hallazgos, en los cuales se
demuestran las diferencias significativas entre las partes de la hoja (ver anexo 27), las
ubicaciones (ver anexo 28) y entre la interaccion de ambas variables (ver anexo 1). Segun
articulos investigados, los autores Arroyo et al. Realizaron una prueba de Tukey con un valor
de significancia de p<0.05 para analizar diferencias significativas en inhibicion de Candida
spp. en aceite esencial de mufia silvestre; en comparacion con sus resultados, en nuestro
analisis existen diferencias significativas en las matrices, que influyeron directamente en la

inhibicion de la cepa Candida Albicans.

Graéfica de interaccion matriz*ubicacion
Diferencias significativas encontradas entre las interacciones entre la parte de la hoja

y la ubicacion donde fueron recolectados
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Anexo 1. Grafica de interaccién matriz*ubicacion.
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Nota: Relacion “Matriz*ubicacion” representa parte de la hoja (apice 1, medio 2, base

3):ubicacion (salasaca 1, cubijies 2)
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Capitulo 5: Conclusiones y recomendaciones

5.1  Conclusiones

El extracto hidroalcoholico de cabuya negra (Agave cordillerensis) demostré que posee
propiedades antioxidantes. Los resultados indican que el extracto hidroalcoh6lico tuvo un
porcentaje de inhibicién de hasta 77,72. Estos hallazgos respaldan la posible aplicacion de la
cabuya negra como un ingrediente de interés en formulaciones cosméticas con propiedades
antioxidantes.

En cuanto a la actividad antifingica, se pudo observar que las fracciones del medio y
base de las hojas recolectadas en Salasaca, y solo la fraccion del medio de las hojas recolectadas
en Cubijies, presentaron una mayor capacidad inhibidora frente a Candida albicans. Estos
resultados fortalecen la hipétesis del potencial antifungico del extracto de cabuya negra y su
posible uso como alternativa frente a tratamientos convencionales los cuales enfrentan
problemas de resistencia microbiana.

Ademas, se identific una variacion en las propiedades bioactivas basada tanto en la
seccion de la hoja (apice, medio o base) como en la region geogréfica de recoleccion (Cubijies
y Salasaca). Esto indica la influencia de factores ambientales como altitud, clima y
caracteristicas del suelo en la composicién quimica de la planta. Estos resultados no solo validan
la importancia del contexto ambiental o ecoldgico, sino que también brindan una base para

optimizar su recoleccion y su uso.

5.2  Recomendaciones

En primer lugar, se recomienda la realizacion de estudios in vivo y analisis cuantitativos
para evaluar la seguridad y eficacia del extracto hidroalcoholico de cabuya negra en
aplicaciones dermatoldgicas y cosmeéticas. Estos analisis permitirian validar los resultados

obtenidos in vitro y de forma cualitativa, de esta forma confirmar su aplicabilidad en sistemas
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bioldgicos reales.

Ademas, el analisis detallado de la composicion quimica del extracto mediante técnicas
avanzadas, como cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) o espectrometria de masas,
permitiria identificar y cuantificar los compuestos responsables de su actividad antioxidante y
antifangica. Esta informacion facilitaria una mejor comprension de los mecanismos de accion
involucrados y aportaria mayor rigor cientifico a futuros estudios.

También seria de interés evaluar posibles sinergias entre el extracto de cabuya negra 'y
otros compuestos bioactivos o extractos vegetales. La combinacién de ingredientes podria
potenciar sus propiedades funcionales y ampliar su aplicabilidad en productos cosméticos y
farmacéuticos, contribuyendo al desarrollo de formulaciones mas efectivas e innovadoras.

Por ultimo, resulta fundamental promover el aprovechamiento sostenible de la cabuya
negra. La implementacién de précticas de recoleccion responsable y el fomento del cultivo
controlado en colaboracion con comunidades locales contribuirian a garantizar la disponibilidad
del recurso sin comprometer su conservacion. Esto, ademas de respaldar la sostenibilidad
ambiental, impulsaria el desarrollo socioeconémico de las regiones andinas donde la planta

crece de manera natural.
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Anexos
Anexo 2. Equipos empleados en el proceso experimental de la elaboracion del extracto

hidroalcohdlico de cabuya negra.

Equipo Marca
Rotavapor heidolph
Refrigeradora Biobase
Balanza analitica Boeco
Placa calefactora Fisherbrand
HYSC

Autoclave

Nota. Elaborado por los autores (2025)

Anexo 3. Equipos empleados en el proceso experimental de la evaluacion de la actividad

antifungica.
Equipo Marca
Incubadora Elos Breed
Espectrofotdmetro UV-Vis Hach
Refrigeradora Biobase
Cabina de Flujo Laminar Biobase
Balanza analitica Boeco
Placa calefactora Fisherbrand
HYSC

Autoclave
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Anexo 4. Equipos empleados en el proceso experimental de la evaluacion de la actividad

antioxidante.

Equipo Marca
Espectrofotometro UV-Vis Hach
Autoclave HYSC
Vortex Fisher Scientific

Nota. Elaborado por los autores (2025)

Anexo 5. Reactivos empleados en el proceso experimental de la elaboracion de extracto

hidroalcohdlico de cabuya negra.

Reactivos Formula

Etanol 70% CH30H

Nota. Elaborado por los autores (2025)

Anexo 6. Medio de cultivo utilizados para reactivacion y cultivo de cepas.

Medio de cultivo Casa comercial

Agar Sabouraud TM MEDIA

Nota. Elaborado por los autores (2025)
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Anexo 7. Soluciones utilizadas en el proceso experimental de la evaluacién antiflngica.

Soluciones Composicion

Solucion Salina NaCl al 0,85% en H20

Nota. Elaborado por los autores (2025)

Anexo 8. Inhibicion de crecimiento de cepa Candida albicans en Apice-Salasaca.

Anexo 9. Inhibicién de crecimiento de cepa Candida albicans en Medio-Salasaca.
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Anexo 10. Inhibicién de crecimiento de cepa Candida albicans en Base-Salasaca.

Anexo 11. Inhibicién de crecimiento de cepa Candida albicans en Apice-Cubijies.
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Anexo 12. Inhibicién de crecimiento de cepa Candida albicans en Medio-Cubijies.

Anexo 13. Inhibicion de crecimiento de cepa Candida albicans en Base-Cubijies.
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Anexo 14. Control de inhibicién de crecimiento de cepa Candida albicans con

Ciprofloxacina 5.

1 . 2

Series2 Log. (Series2)

Anexo 15. Variacion logaritmica de la absorbancia en el apice de Agave cordillerensis

recolectado en Salasaca.
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Medio Salasaca

v =0.0068I 613

1 . 2

Series2 Log. (Series2)

Anexo 16. Relacion logaritmica entre la absorbancia y la concentracién en la seccién

media de Agave cordillerensis de Salasaca.

Base Salasaca
y =-0.001In(x) + 0.4469

1 1.5 2 2.5

Series2 Log. (Series2)

Anexo 17. Relacion logaritmica entre la absorbancia y la concentracién en la base de

Agave cordillerensis de Salasaca.
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y =-0.003In(x) + 0.4486 Apice Cubijies
0.452
0.451

0.45
0.449
0.448
0.447
0.446
0.445
0.444
0.443
0.442

Anexo 18. Variacién logaritmica de la absorbancia en el &pice de Agave cordillerensis

recolectado en Cubijies.

y =-0.002In(x) + 0.351 Medio Cubijies

0.358
0.356
0.354
0.352

0.35
0.348
0.346
0.344
0.342

Anexo 19. Relacion logaritmica entre la absorbancia y la concentracion en la seccion

media de Agave cordillerensis de Cubijies.
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y =-0.001In(x) + 0.3928 Base Cubijies
0.398

0.396
0.394
0.392

0.39

0.388

0.386

Anexo 20. Relacion logaritmica entre la absorbancia y la concentracion en la base de

Agave cordillerensis de Cubijies.

DPPH

= 300,00 i y=9,3616x - 6,1808
= R = 0,9982

0,00 10,00 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 90,00
Concentracion (umol/L)

Anexo 21. Relacion entre el porcentaje de inhibicion del radical DPPH y la

concentracion del extracto hidroalcohdlico de cabuya negra.

Analisis de la wvarianza

Variable N R?2 RZ A CV
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE /mm.. 18 1,00 1,00
1,25

Anexo 22. Analisis de la varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante del extracto

de cabuya negra.
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo

III)

F.V. sC gl CM F p-
valor
Modelo 0,13 5 0,03 789,33
<0,0001
MATRIZ 0,01 2 0,01 212,06
<0,0001
UBICACION 0,07 1 0,07 2080, 34
<0,0001
MATRIZ*UBICACION 0,05 2 0,02 721,10
<0,0001
Error 3,9E-04 12 3,3E-05
Total 0,13 17

Anexo 23. Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill): Efectos de la Matriz y

Ubicacion sobre la Actividad Antioxidante.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00880
Error: 0,0000 gl: 12
MATRIZ Medias n E.E.

3 0,42 6 2,3E-03 A
1 0,47 6 2,3E-03 B
2 0,48 6 2,3E-03 C

Medias con una letra comiin no son significativamente
diferentes (p > 0,05)

Anexo 24. Prueba de comparacion de medias (Tukey) para matriz y ubicacion del

extracto de cabuya negra.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00587
Error: 0,0000 gl: 12

UBICACION Medias n E.E.
2 0,40 9 1,9E-03 A
1 0,52 9 1,9E-03 B

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05)

Anexo 25. Resultados del Test de Tukey (Alfa = 0,05, DMS = 0,00587): Comparacién

de Medias por Ubicacion.



65

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,01567
Error: 0,0000 gl: 12
MATRIZ UBICACION Medias n E.E.

2 2 0,35 3 3,3E-03 A

3 2 0,39 3 3,3E-03 B

3 1 0,45 3 3,3E-03 C

1 2 0,45 3 3,3E-03 C

1 1 0,49 3 3,3E-03 D
2 1 0,062 3 3,3E-03

E

Medias con una letra comiin no son significativamente
diferentes (p > 0,05)

Anexo 26. Resultados del Test de Tukey (Alfa = 0,05, DMS = 0,01567): Interaccién

entre Matriz y Ubicacion en la Actividad Antioxidante.

Gréfica de la matriz (secciones de la hoja de Agave Cordillerensis)

0,49

0,47 18

0,45

0,43

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE /mmol Trolox

;“
0,42

3 ; 2
MATRIZ

Los numeros 1, 2 y 3 representan las secciones de la hoja de apice, medio y base
respectivamente.

Anexo 27. Diferencias significativas de la matriz de Agave Cordillerensis.
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Gréfica de la variable de ubicaciones (sitios donde fueron recolectadas las hojas de Agave

Cordillerensis)

0,53

0,49

0,46

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE /mmol Trolox

A

0,39 i

2 i
UBICACION

Nota: Los nimeros 1y 2 en la gréfica representan las ubicaciones de Salasaca y Cubijies

respectivamente.

Anexo 28. Diferencias significativas de las ubicaciones de recoleccion de Agave

Cordillerensis.

Anexo 29. Recoleccion de hojas de cabuya negra.



Anexo 31. Eliminacién de etanol de los extractos.
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