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Resumen

En el Ecuador las plantas de la especie Phaseolus vulgaris L. son de gran importancia
econdmica, ecolégica y nutricional, donde se han hecho diferentes investigaciones sobre sus
propiedades como su capacidad antioxidante y concentracion de compuestos fenélicos, pero sin
tomar en cuenta el efecto que pueda ocasionar la ceniza en este tipo de cultivos. El presente
trabajo estudi6 el contenido fendlico y capacidad antioxidante de frutos maduros de plantas de
frejol (Phaseolus vulgaris L.) sanas y afectadas por la ceniza proveniente del Volcan Cotopaxi.
Los métodos para la determinacion de la actividad antioxidante fueron la prueba de DPPH,
prueba de ABTS y prueba FRAP, para la determinacion de los compuestos fitoquimicos fueron la
evaluacion de fenoles mediante la prueba de Folin-Ciocalteu. Los resultados arrojaron que las
muestras con mas alto contenido de fenoles, asi como la actividad antioxidante fueron las plantas
afectadas por la exposicion de ceniza volcanica presentando un porcentaje de inhibicion del
17.68 % para la prueba de DPPH, 39.64 % para la prueba de ABTS, la capacidad reductora

3.74+0.34 umol Fe*?/g fw para la prueba FRAP.

En el contenido de fenoles totales se obtuvo 0.97 mg GAE/g fw. Esto se debe a que la planta
aumenta la sintesis de metabolitos secundarios como estrategia para su defensa contra el estrés
abidtico. Los metabolitos secundarios también pueden variar su contenido por el estado de

desarrollo que se encuentra la planta y su fruto.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris L., antioxidante, fenoles, ceniza



16

Abstract

In Ecuador, plants of the species Phaseolus vulgaris L. are of great economic, ecological and
nutritional importance, where different research has been done on their properties such as their
antioxidant capacity and concentration of phenolic compounds, but without taking into account
the effect that they may have. cause ash in this type of crops. The present work studied the
phenolic content and antioxidant capacity of ripe fruits of bean plants (Phaseolus vulgaris L.) that
were healthy and affected by ash from the Cotopaxi Volcano. The methods for determining
antioxidant activity were the DPPH test, ABTS test and FRAP test, for the determination of
phytochemical compounds were the evaluation of phenols using the Folin-Ciocalteu test. The
results showed that the samples with the highest content of phenols, as well as the antioxidant
activity, were the plants affected by the exposure of volcanic ash, presenting an inhibition
percentage of 17.68 % for the DPPH test, 39.64 % for the ABTS test, the reducing capacity

3.74+0.34 ymol Fe*?/g fw for the FRAP test.

In the total phenolic content, 0.97 mg GAE/g fw was obtained. This is because the plant increases
the synthesis of secondary metabolites as a strategy for its defense against abiotic stress.
Secondary metabolites can also vary their content depending on the stage of development of the

plant and its fruit.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., antioxidant, phenols, ash
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

El volcan Cotopaxi, ubicado en la provincia de Cotopaxi a 33 kildbmetros de Latacunga,
tiene una altitud de 5 897 metros sobre el nivel del mar, es considerado uno de los volcanes mas
grandes del mundo. A lo largo del tiempo, ha experimentado varias erupciones que han
ocasionado dafos tanto para la naturaleza como para los poblados aledafios (Acevedo, 2020).
Como lo que ocurri6 a inicios del afio 2015, segun el Instituto de geofisico EPN (2023), se registro
una erupcion de baja magnitud que implico la emisién de gases y la caida de ceniza, donde la
investigacion de Bernard et al. (2016) clasifico a la erupcion del 2015 del volcan Cotopaxi con
una magnitud de 2.1. Esta erupcion impacté significativamente las actividades agricolas y
turisticas de la provincia de Cotopaxi. Por otro lado, en octubre de 2022, se produjo otra erupcién
con una menor magnitud en la caida de ceniza, extendiéndose hasta julio de 2023. Sin embargo,
en esta ultima erupcién, aun no se conocen los posibles dafios ocasionados por la ceniza

volcanica en las actividades agricolas.

Sanchez et al. (2018) menciona que, durante una erupcién volcanica, las preocupaciones
principales de las personas afectadas, autoridades civiles, productores y la poblacién en general
se centran en los posibles impactos de la ceniza para la salud, los dafios en cultivos, alteraciones
en los suelos y abastecimientos de agua. Estudios previos han indicado que la ceniza volcanica
esta compuesta principalmente por 6xidos de silicio, aluminio, hierro y en menor proporcion, de
Oxidos metales alcalinos y alcalinotérreos como CaO, MgO, Na2O, K>0. Cuando la ceniza entra
en contacto con fuetes de agua, provoca aumento de la concentracion de metales como Fe, Mn
y Al, ademas de que al presentar caracter acido puede ocasionar corrosibn de componentes
metalicos, lo cual reitera lo menciona por Mihai et al., (2023) que al contener un pH acido,
ocasionando una disminucion de la disponibilidad de macronutriente en las plantas, y las

concentraciones elevadas de aluminio en la ceniza pueden convertirse en un agente toxico para
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los cultivos, afectando la division celular y el crecimiento de las raices, lo que a su vez afectaria

la produccion y calidad agricola.

Cadena (2019) menciona que cuando se presentan cantidades reducidas de ceniza
volcanica pueden tener efectos beneficiosos al actuar como fertilizantes. Sin embargo,
cantidades mayores de ceniza podrian resultar perjudiciales para los cultivos, como el impedir el
paso de luz solar al acumularse en las hojas y acidificar tanto las hojas como los frutos. Ademas,
podrian perturbar los ciclos de nitrégeno, como el intercambio de agua y oxigeno en el suelo, lo

que alteraria la fertilidad a largo plazo y complicaria la supervivencia de los cultivos.

Justificacion del problema

Para lo cual es de gran importancia investigar el contenido fendlico y capacidad
antioxidantes de plantas de frejol (Phaseolus vulgaris L.) en presencia o ausencia de ceniza
volcanica, ya que los resultados obtenidos seran de gran importancia, dado que no existen
investigaciones previas al respecto. Segun Ulcuango (2018) en Ecuador, las leguminosas son
cultivos de gran importancia, principalmente en la region Sierra, donde se cultivan en asociacion
con otras especies, en monocultivos, o en rotacion con otros cultivos. El area total sembrada de
cultivos transitorios en el pais es de 1 302 398 ha/afo, incluye mas de 30 especies, donde
aproximadamente el 14.8 % corresponde a leguminosas de grano comestible. Segun Bedoya &
Maldonado (2022), las leguminosas tienen un importante contenido de fitoquimicos con actividad
bioldgica, como lectinas, inhibidores de enzimas, y flavonoides (glucésidos de flavonol,
antocianinas y taninos condensados) con capacidad antioxidante. El género Phaseolus, en
particular, ha demostrado ser beneficioso para la prevencion de enfermedades cronicas (cancer,
diabetes y cardiovasculares). Entre las leguminosas mas importantes se encuentra el frejol
(Phaseolus vulgaris L.), reconocido como uno de los granos de consumo humano mas importante
a nivel mundial debido a sus propiedades nutritivas y su amplia distribucion en los cincos

continentes. Este cultivo posee una adaptacién a diversos suelos y climas, prefiriendo suelos
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sueltos y climas con temperaturas entre 16 °C y 25 °C, con un periodo de vegetativo que varia
entre los 90 y 120 dias, ademas que el Ecuador es de gran utilidad por su rol nutricional que
constituye una de las principales fuentes de proteina para las poblaciones urbanas y rurales
(Contreras, 2023; Diaz, 2021). Por otra parte, Bedoya y Maldonado (2022) reporta que consumir
frejol reduce considerablemente los porcentajes de colesterol total, llegando a reducir hasta en
un 50 % el riesgo de cancer de colon, prostata y mama, asi como con la prevencion y control de
la anemia y la estabilizacion de los niveles de azucar en la sangre en personas con diabetes. La
diversidad de variedades de frejol presente en Ecuador es fundamental para la seguridad
alimentaria, el desarrollo econémico y la adaptacién al cambio climatico, reflejando la riqueza de

los conocimientos ancestrales y la importancia de este cultivo en la region (Montalvo, 2021).

En Ecuador, se distinguen dos tipos de frejol comun: los arbustivos, que suelen cultivarse
en los valles de la Sierra como monocultivos, y los volubles, que se encuentran asociados
principalmente con maiz (Yandun, 2022). Segun Campos y Nicola (2022), el area total cultivada
comprende alrededor de 121 mil hectareas, lo que representa una fuente importante de ingresos
economicos para pequefios y medianos agricultores en un 40 y 70 %. Ademas, el frejol
(Phaseolus vulgaris L.) es una fuente de fitoquimicos, como compuestos fendlicos, que son
metabolitos secundarios presentes en diversas especies vegetales y cuyo contenido puede variar
segun factores como la especie, variedad, la parte de la planta considerada, horas de exposicion
solar, condiciones de cultivo, entre otros. Estos compuestos fendlicos tienen propiedades
antioxidantes debido a su capacidad para neutralizar los radicales libres (Heredia-Rodriguez et
al., 2017). Ombra et al., (2016) senala la capacidad antioxidante y contenido fendlico total del
frejol (Phaseolus vulgaris L.), demostrando que los frejoles pigmentados exhiben una alta

capacidad antioxidante y mayor cantidad de fenoles totales, con respecto a los no pigmentados.

Abdulrahman et al., (2021) menciona que en el frejol (Phaseolus vulgaris L.), los polifenoles se

encuentran principalmente como acidos fendlicos y flavonoides, siendo las variedades oscuras y
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altamente pigmentadas las que exhiben un contenido mas elevado de polifenoles. Claros (2021)
indica que los compuestos responsables del color de la cubierta de los frejoles son las
antocianinas, glucésidos, flavonoides y taninos condensados. En el frejol negro, las antocianinas
predominantes son la delfinidina, petunidina y malvidina; en los pintos, destaca el kaempferol;
mientras que, en los rosados, se encuentran la quercetina y kaempferol. Por otro lado, Ganesan
& Xu (2017) senalan que las proantocianidinas y antocianinas son mas abundantes en la testa
del frejol, y que los taninos condensados y el 3-glucésido de cianidina se encuentran
principalmente en la cubierta de las semillas. Las variedades de color rojo, negro y rosa obtienen
su coloracion de las antocianinas, mientras que las variedades con manchas amarillas claras o

rosadas la adquieren de los taninos condensados.

Ademas, estudios experimentales realizados por Ceron & Tamayo (2021) en animales
demostraron que los polifenoles del frejol (Phaseolus vulgaris L.) poseen propiedades
antioxidantes, asi como diversas actividades bioldgicas, como efectos antidiabéticos,
antiobesidad, antiinflamatorio, antimicrobiano, anticanceroso, hepatoprotector, cardioprotector,
neuroprotector, y osteoprotector. Por otro lado, Magallanes (2021) sefala que los compuestos
fendlicos totales varian en composicién y cantidad entre diferentes especies, tejidos y etapas de
desarrollo, asi como en respuesta a factores ambientales. La capacidad antioxidante de estos
compuestos se atribuye propiedades reductoras, que desempefan un papel crucial en la
neutralizacion o captacién de radicales libres, asi como en la quelacion de metales de transicion,

lo que ayuda a prevenir y combatir los procesos oxidativos.
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Objetivos
Objetivo General
Determinar el contenido fendlico y capacidad antioxidante, de frutos maduros de plantas

de frejol (Phaseolus vulgaris L.) sanas y afectadas por la ceniza proveniente del Volcan Cotopaxi.

Objetivos Especificos
- Recolectar frutos maduros de Phaseolus vulgaris L. sanas y afectadas por la ceniza
proveniente del Volcan Cotopaxi para el analisis fitoquimico.
- Determinar la concentracién de compuestos fendlicos presentes en Phaseolus
vulgaris L. sanas y afectadas por la ceniza proveniente del Volcan Cotopaxi
- Determinar la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos de Phaseolus
vulgaris L. sanas y afectadas por la ceniza proveniente del Volcan Cotopaxi mediante

los métodos de DPPH, FRAP y ABTS.

Hipotesis
Las plantas de frejol (Phaseolus vulgaris L.) afectadas por la ceniza proveniente del Volcan
Cotopaxi podrian experimentar una alteracion en la produccion de contenido fendlico y su

capacidad antioxidante.
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Capitulo Il: Marco tedrico

Origen e Historia

Dentro de los grupos de las leguminosas que poseen semillas comestibles, el frejol comun
es una de ellas, es uno de los alimentos mas antiguos que conoce el hombre, ya que desde
antiguamente se encontraban siendo parte importante de la dieta humana, especialmente en
Centroamérica y Sudamérica, por el cual es una de las primeras plantas alimenticias que fueron
domesticadas y posteriormente cultivadas. Se encuentran actualmente distribuidos en los cincos
continentes por su importancia en la dieta de las personas. Diversas investigaciones
arqueoldgicas ubican al frejol en diversos lugares como son en México, Guatemala, Peru y los
altos Andes, lo cual le confiere su origen en América, el cual se remonta a paises que van desde
el norte de México hasta el norte de Argentina y los cultivares surgieron de muchos afios de
domesticacion de espécimen silvestres de frejol con diferentes caracteristicas presentes en sus
semillas. Los frejoles comunes empezaron a ser cultivados hace aproximadamente 7000 afios
a.c. en el sur de México por las culturas Mesoamericanas de México, los cuales cultivaron
diversos frejoles como eran frejoles blancos, negros y todas las demas variedades de colores,
ademas que estas culturas al atravesar el continente americano permitieron que se dispersen las
diferentes clases de frejol y ser cultivados por toda Suramérica debido al comercio con otras

tribus (Castillo & Zambrano, 2020; Claros, 2021; Lara, 2019).

Donde los restos mas antiguos de plantas domesticadas de frejol se encontraron en las
cuevas de Coxcatlan, en el valle de Tehuacan, Puebla hace 4975 afos a.c., ademas de que
también han encontrado restos antiguos de frejol en la Cueva del Guitarrero, conocido como un
sitio arqueoldgico de Peru, los cuales tienen una antigliedad que data alrededor de 2200 anos
a.c. En la época precolombina, el frejol obtuvo una gran importancia para la civilizacion azteca,
llegando a ser incluido en los tributos de las poblaciones de menor poderio, como la seleccion

hecha por estas culturas genero un gran niumero de diferentes formas y en consecuencia también
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de diferentes nombres comunes dentro de los que destacan los de frejol, poroto, alubia, judia,
frejol, nufia, habichuela, vainita y caraota. Y con la llegada de los espanoles al continente
americano, dio cabida a que esta leguminosa sea introducida al viejo mundo a comienzos del
siglo XVI, afios posteriores seria distribuida por comerciantes portugueses en la regién de Africa
Oriental, donde los arabes al mercadear con los esclavos, fueron los encargados de diseminarlos
a todo el territorio africano. Dandose una difusién rapida de frejol en Europa por su gran
capacidad de adaptacién a diversos climas (Humedos y frios), ademas de la aceptacion como
fuente alimentaria, que tubo incluso entre la nobleza, siendo asi como se difundié por todo el
mundo, de tal manera que hoy en dia se ubican a los principales paises productores en diversas
zonas del planeta: India, China, Brasil, EE.UU., etc. El frejol al ser nativo de América, este fue
difundido por todos los paises que conformaban América, donde el Ecuador no fue la excepcién,
siendo asi que investigaciones arqueoldgicas han encontrado restos de este cultivo desde hace
5.500 anos en la cultura Valdivia (Avegno, 2023; Castillo & Zambrano, 2020; Lara, 2019; Martinez

J., 2013).
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Taxonomica del frejol (Phaseolus vulgaris L.)

Tabla 1

Clasificacion taxondémica del frejol

Reino Plantae
Division Magnoliopsida
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Phaseoleae
Subtribu Phaseolinae
Género Phaseolus
Seccidn P. sect. Phaseolus
Especie P. vulgaris
Nombre binomial Phaseolus vulgaris L.
Nombres comunes Frejol, frijol, poroto, habichuela, judia, ejote, alubia, caraota

Nota. Datos tomados de Flores (2023).
Morfologia del frejol (Phaseolus vulgaris L.)

Segun Flores (2023) la morfologia se establecioé en base a los caracteres que componen
cada o6rgano, visibles a escalas macroscépicas y microscépicas, las cuales se agrupan en
constantes (caracteristicas de alta heredabilidad) y variables (los resultados de la accion del
medio ambiente sobre el genotipo), donde el frejol es una planta anual, herbacea, arbustiva y

abundante hojas, de crecimiento vertical con tendencia a enredadera que requiere un apoyo
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vegetal o artificial, crecen con preferencia en climas calidos, pero resiliente a los cambios
moderados de clima, posee ramas que proceden del tallo principal las cuales incidirdn en la altura
y dureza del tallo dependiendo de su densidad poblacional, ademas de tener hojas, tallos y vainas
pubescentes.
Raiz

La planta de frejol posee un sistema radicular superficial que se encuentra entre los
primeros 20 cm de profundidad del suelo, posee una sola raiz principal y varias raices
secundarias, en las raices secundarias se encuentran las raices terciarias y los pelos radicales,
donde se forman los nodulos simbidticos con microorganismos que permiten proveer de
nutrientes a la planta (Tayupanda & Tumbaco, 2022).
Hoja

Las hojas nacen desde los entre nudos del tallo principal y de ramas, las hojas verdaderas
poseen una forma trifoliada con longitudes de hasta 12 cm y didmetros de unos 8 cm, y un foliolo
ovoide y simétrico en su parte central pero asimétrico en su parte lateral. La orientacion de las
hojas varia segun si la planta era cultivada (plana) o silvestre (erecta). Ademas, el incremento
del area foliar se debié a la edad de la planta, excepto cuando se encontraba en la etapa de
fructificacion, cuando las hojas caen (Conforme, 2021; Morales & Genesis, 2023).
Flores

La flor es descrita como hermafrodita, zigomorfa, papilonacea y de colores variados.
Tanto sus 6rganos masculinos como femeninos se encontraban encerrados en una envoltura
floral, limitando las posibilidades de cruzamiento entre variedades, su polinizacion ocurre uno o
dos dias antes de que las envolturas florales se abran, ademés la flor posee un botén floral con
una bractéola de forma ovalada o redonda, cubriendo el cdliz al abrirse la flor. Su morfologia

favorece la autopolinizacion y una simetria bilateral (Quijije, 2016).
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Tallo

Tabango (2021) describio las caracteristicas del tallo de la planta de frejol. Su altura oscila
entre 0.40m a 2m dependiendo de la variedad y el entorno de cultivo, el tallo puede ser herbaceo
o arbustivo, con una leve angulacion llegando a ser erecto, postrado o semipdstrado,
desarrollado desde el meristema apical de la semilla (inicio del ciclo reproductivo), y presenta
una terminacion de inflorescencia cuyas inserciones se desarrollaron en la flor y después en la

vaina.

Fruto y Semilla

El fruto es el ovario desarrollado en forma de vaina con dos suturas que permiten la union
de las dos valvas. Las divergencias laterales estaban conformadas por los cotiledones y dos
hojas primarias verdaderas, donde los cotiledones formaban la parte voluminosa de la semilla,
este almacena los nutrientes como carbohidratos y proteinas, constituyendo la parte
aprovechable de la semilla (Castillo & Zambrano, 2020).
Requerimientos edafoclimaticos
Suelo

Los cultivos de frejol requieren de suelos fértiles, que contengan una cantidad adecuada
de materia organica, con texturas medianas (franco arcilloso) o moderadamente pesadas (franco
arenoso, franco limoso), este tipo de plantas no toleran suelos compactos, si no aquellos que
tengan una buena aireacion y drenaje, por otra parte el control del pH es de importancia ya que
controla mucha de las actividades quimicas y bioldgicas que ocurren en el suelo y tiene una
influencia indirecta en el desarrollo de las plantas, donde el pH recomendado oscilan entre 6.5y
7.5, aunque también tolera pH de hasta 5.5, rangos en los cuales la mayoria de los nutrientes
del suelo presentan una alta disponibilidad para la planta, por debajo de este rango generalmente
los suelos presentan indicios de toxicidad por aluminio y/o manganeso lo cual los vuelve

inadecuados para los cultivos de frejol (Bodego, 2023; Heredia, 2020; Huerta, 2020).
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Temperatura

La planta de frejol tiene un desarrollo optimo en temperaturas promedio entre 10 y 27 °C,
siendo estas temperaturas predominantes a alturas entre 400 y 1200 msnm. Las temperaturas
extremas (5°C 0 40°C) a largos periodos, como las bajas temperaturas retardan el crecimiento
de la planta, mientras que las altas temperaturas son toleradas por periodos cortos, y aunque
favorecian el crecimiento de las plantas, también propiciaban el crecimiento de diversas
enfermedades por la presencia de la humedad y atmosférica elevada. La exposicion a
temperaturas extremas por tiempos prolongados genera danos irreversibles (Huerta, 2020;

Martinez Y, 2021).

Requerimiento Hidrico

La disponibilidad del agua es de gran importancia para que el crecimiento y desarrollo
final de la planta. El frejol prefiere riegos ligeros y frecuentes en lugar de pocos riegos con
abundante agua. El caudal del agua debe ser bajo para permitir una rapida infiltracion y evitar la
erosion en suelos con pendientes de hasta 2%. Aunque en terrenos con pendientes de 2 a 8 %
se opta por curvas de nivel para que la disponibilidad del agua hacia la planta sea la adecuada

(Huerta, 2020).

Luz

La planta de frejol es una especie de tiempos cortos. La duracion de los dias mas largos
tiende a retrasar su floracion y madurez. La temperatura en conjunto con la luminosidad, pueden
ser controlados mediante practicas culturales, permitiendo escoger las épocas mas adecuadas
para la siembra, ya que proporciona las condiciones 6ptimas para su desarrollo (Martinez Y. ,

2021).



Tabla 2

Etapas de desarrollo de la planta de frejol

28

Fase Nombre Descripcion
La semilla absorbe agua, emerge la radicula y se
Germinacion
transforma en raiz primaria
Aparecen el 50 % de los cotiledones a nivel del
Emergencia
suelo y posteriormente se desarrolla el epicotileo
Hojas Primarias Se encuentran totalmente abiertas
Vegetativa

Primera hoja trifoliada

Se despliega la primera hoja trifoliada en el 50 % del
cultivo asi mismo se puede observar la segunda

hoja trifoliada de tamano reducido

Tercera hoja trifoliada

La tercera hoja trifoliada se abre y las yemas de los

nudos inferiores producen ramas

Reproductiva

Se observa el primer botdn floral. En las variedades

Prefloracién determinadas los botones florales empiezan a
formarse en el ultimo nudo del tallo o de la rama
Floracion Inicia al abrirse la primera flor

Formacioén de vainas

Aparece la primera vaina con longitud de 2.5 cm

Llenado de las vainas

Empieza el llenado de la semilla en el 50 % de las

plantas

Madurez fisiologica

Las vainas comienzan a perder su pigmentacion y
empiezan a secarse y las semillas desarrollan el

color tipico de la variedad

Nota. Recuperado de Dobronski & Curay (2019).
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Composicién nutricional del grano de frejol

Segun Pincay (2023) los granos de frejol poseen altos valores nutricionales, en el cual se
destacan las proteinas (20,88%), carbohidratos (44,00%), grasa (1,16%) y fibra (5,07%), ademas
de contener en menor proporcion vitamina A (90 Ul) y C (4 mg). Ormaza (2018) menciona que,
dependiendo de la variedad del frejol, el contenido presente de proteinas puede variar de 14 a
33%, los cuales son ricos en aminoacidos como la lisina y la fenilalanina mas tirosina, ademas
de existir evaluaciones sobre la calidad de la proteina del frejol cocinado el cual puede llegar

hasta el 70% en comparacion con una proteina de origen animal a la cual se le asignaria el 100%.

Tabla 3

Composicién quimica del frejol en 100 mg

Composicion quimica Porcentaje  Nutrientes, Minerales y Vitaminas Proporcién

Humedad 10-12% Fosforo 247 mg
Hidratos de C 58 — 60 % Vitamina A 2mg
Proteina 21-26% Vitamina B 0.57 mg
Grasa 1-2% Vitamina B2 0.17 mg
Fibra 3% Vitamina C 3 mg
Ceniza 3-35% Niacina 2.1 mg
Ca 86 mg Hierro 7.6 mg

Nota. Recuperado de Avegno (2023).

Zonas de producciéon en Ecuador

El fruto del frejol denominado vainita, se caracteriza por su rapido crecimiento, lo que
permite realizar tres a cuatro cosechas al afio, siendo una ventaja para este cultivo, por tener
altos rendimientos, ya que existen varias variedades de periodo corto (60 a 70 dias), pero con

una cosecha escalonada que dificulta la identificacién del tiempo oportuno de cosecha de la
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vaina, ya que algunas pueden llegar a desarrollarse en exceso y sobre madurarse (Bonifaz,

2020).

En el Ecuador las zonas de produccién del cultivo de frejol se producen en las provincias
del Carchi, Imbabura, Chimborazo y Bolivar pertenecientes a la regiéon de la Sierra, donde es
comun la presencia de climas frios que favorecen el desarrollo de este cultivo (Campues, 2023).
En el Ecuador existen aproximadamente 35 000 hectareas sembradas de cultivo de frejol, donde
aproximadamente 8000 hectareas son sembradas en la sierra norte, siendo la zona de mayor
produccién en el pais, en promedio se cultivan de 30 a 40 quintales por hectarea (Monar, 2023).

Tabla 4

Superficie, produccion y rendimiento de frejol en grano seco en Ecuador

Provincia Superficie sembrada (ha) Produccion (t)
Azuay 5673 2337
Bolivar 4244 2588
Canar 1702 300
Carchi 1799 1065

Cotopaxi 1323 786

Chimborazo 972 489

Imbabura 3077 1189

Loja 1667 500
Pichincha 665 234

Nota. Recuperado de Chalan (2019).
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Zonas de produccion en el mundo

Segun Chavez & Vasquez-Guzman (2021), los principales paises productores de frejol a
nivel mundial son la India (3.40 millones ton), Brasil (3.36 millones ton), Myanmar (2.50 millones
ton), China (1.60 millones ton) y México (1.17 millones ton). La produccion mundial es de

aproximadamente 21 millones de toneladas, de las cuales Ecuador solo contribuye con el 0,2%.

Metabolitos de las plantas

Las plantas llevan a cabo una serie de reacciones quimicas para sintetizar sustancias
complejas a partir de otras mas simples o descomponer sustancias complejas para obtener otras
mas simples. Este conjunto de procesos se conoce como metabolismo. En las plantas existen
dos tipos de metabolismo: el primario y el secundario. Los metabolitos primarios son
indispensables ya que se encuentran involucrados en el crecimiento, desarrollo y reproduccion,
mientras que los metabolitos secundarios participan en la defensa frente a potenciales

predadores y patégenos (Lustre, 2022).

Metabolitos primarios

Garcia, D. (2016) sefala que los metabolitos primarios comprenden compuestos como
carbohidratos, aminoacidos, acidos grasos y acidos organicos. Estos son imprescindibles para
la vida ya que se llevan a cabo en las células de todos los seres vivos. Ademas, desempefian
funciones vitales en procesos como el crecimiento y desarrollo, respiracion y fotosintesis, asi
como en la sintesis de hormonas y proteinas. Encontrados en todas las especies vegetales
dentro de amplios grupos filogenéticos y producidos casi por las mismas rutas metabdlicas.
Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son moléculas presentes en los organismos vivos, como las
plantas, permitiendo su relacion con el entorno. Estos compuestos son empleados como
mecanismo de defensa en respuesta a diferentes condiciones de estrés, como sequias,

temperaturas extremas, alta radiacion ultravioleta, infecciones de patégenos o ataques de
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herbivoros. Su origen se deriva de los primarios, e integra una gran variedad de moléculas
organicas que confieren caracteristicas como olores, colores y sabores caracteristicos de cada
especie. Se estima que existen mas de 100 000 metabolitos secundarios sintetizados por las
plantas (Molina, 2018). Estos compuestos son clasificados segln su origen biosintético en tres
grupos: terpenoides, compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados o alcaloides. (Reyes-
Silva et al., 2020) Al ser una defensa quimica de las plantas, sus concentraciones varian segun
el tipo de metabolito, las caracteristicas de la planta y las condiciones a las cuales son sometidas.
Esta defensa puede radicar en ser compuestos que provoquen toxicidad a sus depredadores o
un sabor desagradable que limita su consumo (Verdecia et al., 2021). Son empleados como
principios activos de medicamentos y productos quimicos, utilizados en diversos procesos
farmacéuticos por las funciones que pueden otorgar como analgésicos, antibacterianos,
antihepatotdxicos, antioxidantes, antivirales, antitumorales, fungicidas, inmunoestimulantes,
entre otras. (Hernandez-Alvarado et al., 2018)
Terpenoides

Existen muchos compuestos que pertenecen a la familia de los terpenoides, poseen
propiedades antimicrobianas atribuidas a su composicién quimica, estructura y grupos
funcionales. Derivan de un precursor de cinco atomos de carbono, el isopreno, que clasifica a los
terpenos segun el nimero de unidades de isopreno presentes, siendo clasificados como mono-,
sesqui-, diterpenoides, entre otros. Los terpenoides tienen baja toxicidad, pero de gran
importancia por su actividad antimicrobiana, que incluye dafio en la estructura y funcion de la
membrana, inhibicién de la biosintesis y funcién de los acidos nucleicos, interferencia de
procesos metabdlicos esenciales, induccién de la coagulacion de los componentes citoplasmicos
y la interrupcion en la comunicacién celular normal. Empleados como compuestos inhibidores
del crecimiento bacteriano contra una amplia gama de bacterias Gram negativas y positivas

(Gallegos-Flores et al., 2019).
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Compuestos fendlicos

La naturaleza alberga una diversidad de compuestos con estructuras moleculares que
incluyen uno o varios anillos fendlicos, dichos compuestos son denominados polifenoles, los
cuales presentan una estructura quimica adecuada para ejercer actividad antioxidante, la cual
esta intimamente relacionada con tales propiedades, cada polifenol posee una cierta actividad
antioxidante, sin embargo en los frutos y vegetales, la capacidad antioxidante viene dada por la
suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de los componentes que lo conforman y por
la interaccion entre ellos, lo cual puede producir efectos sinérgicos o antagénicos en la
neutralizacion de los agentes oxidantes ya que poseen la facultad de proteger a las células contra
el dafio oxidativo, ademas que su aplicacion permite la estimulacién del sistema inmune,
regulacién de la expresion de genes implicados en la proliferacion y apoptosis celular, regulacion
del metabolismo de hormonas y efecto antiviral y antibacteriano (Ruiz et al., 2018).
Alcaloides

Los alcaloides son compuestos organicos que contienen nitrdgeno en su estructura y se
originan a partir de aminoacidos. Los alcaloides presentan electrones de nitrégeno libres (de
donde proviene su nombre) lo que le confiere a la mayoria de alcaloides propiedades basicas,
ademas de ser heterociclicos. Estos compuestos son conocidos por sus efectos psicoactivos en
el sistema nervioso central, son producidos como metabolitos secundarios en las plantas, donde
actian como defensa contra herbivoros e insectos. Incluso en dosis pequefias, pueden causar
diversas alteraciones en los animales que los consumen, incluida la intoxicacién y, en casos
extremos, la muerte. Su naturaleza basica les permite interactuar con diversos grupos aniénicos,
inhibiendo funciones biolégicas en bacterias, virus, hongos, insectos y vertebrados. Ademas,
algunos alcaloides pueden desempefiar funciones de transporte y almacenamiento de nitrégeno,

dependiendo de la especie y el compuesto alcaloide que contenga (Borja, 2021).
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Metabolitos en el género Phaseolus

Zhang et al., (2022) menciona que las leguminosas presentan un metabolito secundario
caracteristico de ellas, la Rutina (C2rH30046), un flavonoide relativamente grande, el cual
desempefa un papel importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas, la senalizacion
hormonal, la facilitacion de la germinacion del tubo polinico y el microorganismo, las interacciones
planta-microorganismo y el estrés bidtico y abidtico. Investigaciones realizadas por Samal et al.,

(2023) concluyeron que el frejol contiene sapogenol en su composicion quimica.

Estudios demuestran que los compuestos fendlicos se encuentran predominantemente
en la cubierta de la semilla del frejol, en el cotiledon y la testa, lo que contribuye a asegurar los
procesos reproductivos y la proteccién de las semillas (Quiroz-Sodi et al., 2018). Los compuestos
fendlicos en las semillas son flavonas, monémeros y oligdmeros de flavonoides, flavanonas,
isoflavonoides, antocianinas, chalconas y dihidrochalconas. Sin embargo, los acidos fendlicos y
los compuestos fendlicos no flavonoides (acido hidroxibenzoico e hidroxicinamico) se encuentran
principalmente en los cotiledones del frejol (principalmente los acidos p-cumarico, ferulico y
cinamico) y, en menor medida los taninos (Pérez-Perez et al., 2019; Rodriguez et al., 2021). La
testa de los frejoles contiene mayores cantidades de proantocianidinas y antocianinas. Los
taninos condensados y el 3-glucosido de cianidina también estan presentes principalmente en
las cubiertas de las semillas del frejol. Entre ellos, el acido ferulico es el acido fendlico

predominante en los frejoles comunes. (Ganesan & Xu, 2017)

Los diversos colores de la testa del frejol se relacionan con su contenido de determinados
compuestos fendlicos (taninos, flavonoides, flavonoles, antocianinas, entre otros), de los cuales
las antocianinas, confieren propiedades biolégicas y medicinales como antioxidantes,
desempenando una funcion protectora ante el dafio oxidativo causado por agentes externo,
ademas de encontrarse en frejoles con testa de color rojo, rosa y negro y contribuir a sus

diferentes coloraciones (Gutierrez et al., 2016; Mex-Alvares et al., 2021 )-



35

Los frejoles pintos contienen principalmente kaempferol y su 3-Oglucésidos, los frejoles
rojos oscuros contienen diglucésidos de kaempferol y quercetina, los frejoles negros contienen
3-0O-glucésidos de malvidina, petunidina y delfinidina, mientras que los frejoles rojos claros que

contiene trazas de quercetina 3-O-glucésido y sus malonatos (Hayat et al., 2014).

Métodos para determinar el contenido fitoquimico
Ensayo de Folin-Ciocalteu

En 1927, el profesor Otto Folin y Vintila Ciocalteu propusieron el uso del reactivo de Folin-
Ciocalteu (F-C) en condiciones alcalinas para la determinacién de tirosina y triptéfano, dos
aminoacidos con anillo fendlico y reductores (Lamuela-Raventds, 2018). Posteriormente, este
método fue adaptado para la determinacion del contenido de polifenoles del vino tinto (Platzer et
al., 2021). Ampliamente empleado en las industrias alimentaria y agricola para cuantificar el

contenido de fendlicos totales (Pico et al., 2020).

Folin-Ciocalteu (F-C) es un método que implica reacciones de reduccion-oxidacion
(redox) altamente sensible y reproducible para cuantificar polifenoles en una muestra. Consiste
en una mezcla de acido fosfotangstico (HsPW12040) y acido fosfomolibdico (HsPM012040) e€n un
medio alcalino, que reacciona con fenoles y sustancias reductoras no fendlicas, formando
cromégenos. Ademas, es empleado el carbonato de sodio (Na,COs) como alcali para alcanzar
un pH éptimo (al menos 10), crucial para la reaccidon adecuada entre los compuestos fendlicos y
el reactivo F-C. El método F-C evalla la capacidad reductora de una muestra, la cual se expresa
generalmente en términos de contenido fendlico, mediante una reaccion de transferencia de
electrones que mide la capacidad antioxidante. Aunque el método puede detectar una variedad
de compuestos fendlicos, estos pueden no responder de la misma manera en todos los casos
(Carmona-Hernandez et al., 2021; Lamuela-Raventos, 2018). El ensayo de F-C ofrece una
estimacion del contenido total de fenoles en la mayoria de muestras vegetales, basandose en la

capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes (Cortez et al., 2018).
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Figura 1

Representacién quimica del cambio de color en la reaccion Folin-Ciocalteu
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Nota. Proceso quimico de Folin-Ciocalteu, donde la reaccion redox en la que los elementos
tungsteno (W) y molibdeno (Mo) experimentan una reduccion a una forma iénica de +5, mientras
que el anillo fendlico se oxida, en la que la presencia de compuestos fenodlicos se puede
cuantificar mediante la reduccion de Mo® a Mo®, produciendo un color azul en la solucién,

medible espectroscopicamente a 730 nm (Carmona-Hernandez et al., 2021).

La simplicidad del ensayo redox Folin-Ciocalteu puede carecer de especificidad debido a
diversas interferencias, incluyendo proteinas, aminoacidos, nucleétidos, acido ascorbico,
azucares y otros monosacaridos, aminas aromaticas, didoxido de azufre, tioles, acidos grasos
insaturados, Fe?*, vitaminas, aldehidos, cetonas y acidos organicos (Pico et al., 2020). Por lo
tanto, para obtener una concentracion precisa de fenoles totales, requieren realizar correcciones
que consideren estas sustancias interferentes, con la finalidad de obtener exclusivamente la

concentracion de fenoles totales (Cortez et al., 2018).

Capacidad antioxidante
Los oxidantes son compuestos que tienden a donar oxigeno a otras moléculas, y muchas

especies reactivas de oxigeno son radicales libres, son especies quimicas con uno o0 mas
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electrones desapareados. Las plantas se exponen de modo constante a los oxidantes y/o
radicales libres que se generan fisiolégicamente. En las plantas, la produccion de radicales libres
aumenta durante el estrés bidtico y abiotico, lo que puede tener efectos adversos en moléculas
biolégicas importantes como acidos nucleicos, lipidos y proteinas, alterando su estado redox y
aumentando el estrés oxidativo. Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir
la oxidacion de otras moléculas, contrarrestando los efectos de los radicales libres y otras
especies reactivas. La capacidad antioxidante total (CAT) es definida como la capacidad de una
sustancia para inhibir o dificultar la oxidacion de un sustrato, incluso en cantidades muy pequenas

(< 1%, comunmente 1-1.000 mg/L) (Benitez-Estrada et al., 2020).

Métodos para determinar la capacidad de antioxidante

La naturaleza ofrece una variedad de antioxidantes presentes en las plantas, lo que
dificulta determinar la cantidad presente de cada sustancia en una planta. Para evaluar la
actividad antioxidante, existen métodos basados en reacciones quimicas, que se dividen
principalmente en dos categorias: 1) Ensayos basados en la reaccion por transferencia de
atomos de hidrogeno (HAT) y 2) Ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones
(ET) (Naspud, 2018). Para determinar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos, se
puede realizar mediante un ensayo rapido, entre las pruebas mas populares se incluyen los
ensayos fotométricos de 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) y Folin-
Ciocalteu (FC), donde los ensayos ABTS, DPPH y FC siguen un mecanismo SET (Platzer et al.,

2021).

Ensayo 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)
El método propuesto por Blois (1958) demostré por primera vez la capacidad del radical
libre DPPH* para aceptar un atomo de hidrogeno (H +) de una molécula de cisteina. La molécula

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*) es un radical libre estable debido a la deslocalizacion de un
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electrén desapareado sobre la molécula completa, lo que evita su dimerizaciéon, como la mayoria
de los radicales libres (Bohorquez, 2016; Orjuela, 2015). Este método implica medir la eliminacion
de radicales libres de los compuestos antioxidantes con DPPH. Inicialmente, el DPPH, de color
violeta, se decolora gradualmente en presencia de sustancias antioxidantes. La cantidad de
DPPH reducido se determina mediante espectrofotometria a 517 nm. La capacidad antioxidante
de las muestras se evalua midiendo el grado de decoloracion que se provocan en una solucion
metandlica, ademas de perdida de absorbancia cuando el DPPH entra en contacto con un
antioxidante. Este cambio de color se monitorea espectrofotométricamente y se utiliza para
determinar parametros relacionados con las propiedades antioxidantes (Naspud, 2018; Palacios,

2018; Bohorquez, 2016).
Figura 2

Reaccién entre el DPPH+ y un antioxidante
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Nota. Rosa: Espectro de absorcion del radical DPPH’, en ausencia de antioxidante. Amarillo:
Espectro de absorcion de la forma reducida del DPPH’, DPPH-H, tras la reaccion con el

antioxidante (Moreno, 2021).
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Ensayo 2,2’-azino-bis-(acido 3-etilbenzoatiazolin-6- sulfénico) ABTS+

El ensayo constituye un método sencillo y eficiente para determinar la capacidad
antioxidante. Se basa en la captacion de radicales libres, que es el principal mecanismo de accion
y conocido como una reaccion de transferencias de electrones (SET). Un radical comunmente
utilizado en este método es el ABTS (Sal diaménica del Acido 2,2" -azino-bis (3- etilbenzotiazolin-
6-sulfénico) (Palacios, 2018). En este ensayo, la capacidad antioxidante es evaluada mediante
la reduccién del radical ABTS estable por compuestos antioxidantes, en comparacion con un
antioxidante estandar denominado Trolox. La aparicion del compuesto coloreado ABTS+ (verde
azulado) es inducida por el persulfato de potasio, y su maxima absorbancia se registra a 734 nm

(Villacrés et al., 2023).

El método se fundamenta en la evaluacion de la reduccion en la intensidad del color del
radical ABTS+, debido a su interaccién con sustancias que donan hidrogeno o electrones.
Consiste en la generacion directa del radical catiéon ABTS*+ (verde-azul) mediante la reaccion
entre ABTS y el persulfato de potasio (K2S20s). Los antioxidantes reducen este radical a ABTS,
y la disminucion del color, expresado como porcentaje de inhibicion del radical cation ABTS*+,
se mide en relacién con la concentracion y el tiempo, utilizando el Trolox como estandar de
referencia. El radical generado quimicamente (persulfato potasico) ha sido validado por su
estabilidad, reproducibilidad y menor costo. En ausencia de compuestos antioxidantes, el
ABTS*+ es estable y de color azul; sin embargo, en presencia de fenoles, reacciona con
donadores de hidrégeno, convirtiéndose en ABTS incoloro. La magnitud del cambio de color
depende del tiempo, el tipo y la concentracion de antioxidantes presentes en la muestra (Orjuela,

2015; Palacios, 2018).
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Figura 3

Estructura del ABTS antes y después de la reaccion con el antioxidante
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Nota. Mecanismo de reaccion para el ensayo ABTS (Berrocal, 2018).

Ensayo del Poder Antioxidante Reductor de lones Férricos (FRAP)

El método FRAP se lleva a cabo mediante la reduccion de un complejo férrico incoloro,
con 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), a su forma de color ferroso (figura), el poder reductor indica
que los antioxidantes son capaces de donar un electrén (Alonso, 2017). Una absorcion alta a una
longitud de onda de 700 nm indica un poder de reduccién alto del fitoquimico, es decir, una

actividad antioxidante alta (Duchitanga, 2019).
Figura 4

Reduccioén del complejo Fe (Ill)-TPTZ
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Nota. Mecanismo de reaccion para el ensayo FRAP (Alonso, 2017).
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Ensayo de la Capacidad Antioxidante Reductora del lon Cuprico (CUPRAC)

El método CUPRAC es una variante del FRAP que emplea cobre en lugar de hierro, se
utiliza para evaluar la actividad antioxidante de matrices alimentarias y extractos bioldgicos. Se
fundamenta en una transferencia directa de electrones, midiendo la capacidad reductora de los
antioxidantes para convertir los iones Cu?* a Cu* (Sosa et al., 2023). El ensayo se centra en los
cambios de absorcién del complejo azul de Neocuproina (Nc) de Cu?, que se reducen al
complejo amarillo de Nc de Cu* en presencia de antioxidante, con una absorbancia maxima a
450 nm. El ion Cu?* funciona como oxidante al capturar un electron y oxidar compuestos
fendlicos. Este método ofrece ventajas como su simplicidad, linealidad en un amplio rango de
concentraciones, capacidad para determinar antioxidantes debido a la solubilidad tanto hidro

como liposolubles del cromdforo utilizando, y un pH 6ptimo cercano al fisiolégico (Moreno, 2021).
Figura 5

Mecanismos de reaccién en el método CUPRAC
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Nota. Recuperado de Moreno (2021).

Ensayo de la capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno (ORAC)
El método ORAC evalua la capacidad de captacién de radicales peroxilo generados a
partir de la molécula organica dihidrocloruro de 2,2"-azo-bis-(2-amidinopropano) (AAPH). Los

antioxidantes presentes reaccionan con los radicales peroxilo, reduciendo la disminucion en la
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fluorescencia, permitiendo cuantificar su capacidad antioxidante. Este método se basa en la
clasica transferencia de hidrégenos (TAH) y sigue la perdida de fluorescencia de la ficoeritrina o
fluoresceina en funcién del tiempo, tanto como sin antioxidantes. Los valores de ORAC se
expresan como equivalentes de Trolox. Aunque resulta efectivo, el ensayo ORAC requiere mas
tiempo que otros métodos, aproximadamente 60 minutos mas que FRAP o ensayo Randox-

TEAC para cuantificar los resultados (Moreno, 2021; Huaccho, 2016; Huet, 2017).

Actividad volcanica en Ecuador

Ecuador se encuentra ubicado en el “Cinturéon de Fuego del Pacifico”, que es una linea
de volcanes terrestres, submarinos y fallas geoldgicas. Una clara evidencia de esta actividad es
el arco volcanico ecuatoriano, que consta de 84 centros eruptivos, varios de ellos activos y
ubicados en proximidad unos de otros. En la Cordillera Oriental y con 5.897 m se encuentra el
volcan activo mas alto del mundo, el Cotopaxi, siendo el mas destacado y monitoreado del pais

debido a su ubicacién y su potencial destructivo (Estrada, 2023; Proafio et al., 2023).

Volcan Cotopaxi

El Cotopaxi es un volcan con forma coénica altamente simétrica, cuyos glaciares han
tenido poco impacto debido al reciente origen de estos. Los flancos del volcan tienen una
inclinacion de alrededor de 30 grados, y su base tiene un diametro de aproximadamente 15 km.
En la lengua ancestral de los Panzaleos, Cotopaxi se traduce como "Garganta de fuego". El
crater del volcan tiene una forma ovalada con dimensiones de 800x600 m y una profundidad de
200 m desde el borde hasta el fondo. Este volcan activo emergié durante el Pleistoceno medio,
aproximadamente entre un millon y 200.000 afios, sobre capas volcanicas aun mas antiguas

(Alban, 2019)

Erupciéon Volcanica
La erupcion volcanica es el proceso mediante el cual rocas fundidas a altas temperaturas

emergen desde el interior de la Tierra hacia la superficie. Este fendmeno es desencadenado por
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el aumento de temperatura en el magma alojado en el interior del manto terrestre y esta
influenciado por diversos factores, como la temperatura de la lava, la presion de los gases
contenidos y estado del conducto volcanico (Alban, 2019). Durante la erupcion, se liberan varios
materiales y factores caracteristicos. Los piroclastos son fragmentos sodlidos, compuestos
mayormente por rocas igneas volcanicas como basalto y andesita, que son expulsados del
volcan. Las cenizas volcanicas consisten en particulas finas de piroclastos lanzadas a gran altura
por el volcan. La lava, que es la roca fundida liberada hacia la superficie, fluye por las laderas del
volcan. Ademas, la liberacién del magma produce gases volcanicos, como vapor de agua, dioxido
de carbono y didxido de azufre. Estos gases pueden desencadenar fendmenos como sismos y
tormentas eléctricas debido a su impacto en la conductividad eléctrica del aire circundante

(Alvarez, 2023).

Origen de la ceniza volcanica

La ceniza volcanica, compuesta por particulas diminutas, es el producto de la
fragmentacion del magma en el interior de los volcanes. Se forma cuando la roca se desintegra
en polvo o arena debido a la actividad volcanica, y su tamafo inferior a 2 mm. Estas particulas
pueden elevarse en columnas eruptivas a grandes alturas y ser trasportadas por el viento. A
pesar de lo que su nombre podria sugerir, la ceniza volcanica no es un material quemado, sino
mas bien el producto de la fragmentacidn magmatica (Vargas, 2020). Por consiguiente, la
presencia de cenizas volcanicas en la atmosfera representa un serio riesgo para las operaciones

de aviacion civil, ademas de ser perjudiciales para la salud humana (Alban, 2019).

Composicion de la ceniza volcanica

La ceniza volcanica es una mezcla de fragmentos de roca, minerales y vidrio volcanico
que se producen durante erupciones explosivas de un volcan, estos materiales son abrasivos,
no se disuelven en agua y pueden contener gases volcanicos, con un olor caracteristico a azufre

(Paucar et al., 2023). Su composicion principal esta conformada por 6xidos de silicio, aluminio,
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hierro y en menor porcentaje de 6xidos de metales alcalinos y alcalinotérreos, como CaO, MgO,
Na2O, K;O; ademas de sales solubles que resultan de la condensacion de acidos minerales
fuertes durante su formacion. La composicién quimica de la ceniza esta directamente relacionada
con la composicion quimica del magma del que se origina (Sanchez et al., 2018). La ceniza

proveniente del volcan Cotopaxi tiene la siguiente mineralogia detallada en la Tabla 5.

Tabla 5

Mineralogia de la ceniza volcanica del volcan Cotopaxi

Mineral %
SiO, Oxido de silicio 63.35
AlL,O; Oxido de aluminio 17.36
CaO Oxido de calcio 4.55
MgO Oxido de magnesio 1.17

FeO Oxido de hierro (l11) 5.5
NaO Oxido de sodio 5.29
KO Oxido de potasio 2.10

Nota. Recuperado de Llumigustin & Pallango (2022).

Implicaciones de la ceniza volcanica en plantas

La ceniza volcanica tiene el potencial de alterar el equilibrio de los ecosistemas, lo que
puede resultar en efectos negativos para las plantas. Cuando entra en contacto con el suelo,
puede provocar efetos toxicos directos o indirecto al cambiar el pH del suelo y la liberacion de
sales y metales toxicos. Dado que las plantas obtienen nutrientes del suelo, la presencia de
ceniza volcanica puede afectar negativamente su crecimiento, desarrollo, nutricion, estructura,

hidratacion e interacciones biolégicas (Kumar & Kumar, 2023).
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Los suelos originados por la acumulacion de materiales volcanicos, denominados
Andioles, presentan propiedades Unicas que los distinguen de otros tipos de suelos. La presencia
de ceniza volcanica en estos suelos puede mejorar su fertilidad, especialmente en suelos
tropicales relativamente antiguos, lo que favorece una agricultura diversa. La deposicion de tefra,
tiene un impacto significativo y duradero en la agricultura en las areas cercanas a los volcanes,
afectando tanto las tierras de cultivo como pastizales, la horticultura y la salud del ganado

(Arnalds, 2013).

La actividad agricola en areas montafiosas volcanicas y valles adyacentes conlleva
enfrentarse a condiciones extremas durante las erupciones volcanicas. Las variaciones en la
estructura de la vegetacién, como la forma y densidad de tallos y hojas, pueden influir en la
cantidad de ceniza volcanica capturada y, por ende, en el espesor de la capa de ceniza retenida
en el suelo. La deposicion de tefra sobre las hojas de las plantas puede causar danos directos,
como abrasion de las hojas y/o inducir la perdida de follaje, asi como dafos indirectos al alterar
el equilibrio hidrico y nutricional del suelo, lo que afecta la descomposicion de la materia organica
y la disponibilidad de nutrientes. Aunque la ceniza volcanica puede ser perjudicial para algunas
especies vegetales, también puede mejorar la disponibilidad de carbono y nitrégeno en el suelo,
beneficiando el crecimiento de las plantas. La capacidad de recuperacion de los ecosistemas
afectados estara principalmente determinada por el espesor de la capa de ceniza volcanica

depositada (Saputra et al., 2022).
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Capitulo lll: Metodologia

Origen de las muestras

Se obtuvieron las muestras de frutos maduros de Phaseolus vulgaris L. sanas y afectadas
por la exposicion de ceniza volcanica, en la provincia de Cotopaxi, en la ciudad de Latacunga.
La muestra de Phaseolus vulgaris L. afectada por cenizas, recolectada en el barrio Chinchil de
Robayos se encuentra ubicado a una altitud de 3080 msnm, y la temperatura oscila entre los 10
y 17 °C. La muestra recolectada de Phaseolus vulgaris L. sana se encuentra ubicado en el sector
de Alaques a una altitud de 2860 msnm, sus coordenadas son: 0°50°37.6 de latitud sur y a

78°35’15.5 de longitud oeste, y la temperatura oscila entre 15y 20 °C.

Obtencién de especimenes vegetales

Se realizo un muestreo aleatorio de las vainas con las semillas de 7 plantas de frejol
(Phaseolus vulgaris L.) por cada sitio de muestreo. Las vainas recolectadas mostraban una
coloracién café claro con matices de color rojo, donde se recolectaron 5 granos de cada planta y
se ubicaron en un recipiente, lo mismo se realiz6é para las plantas de frejol con presencia de
ceniza. Para el transporte de las muestras, se envolvieron en papel absorbente cada una de las
muestras, se etiquetaron, y se guardaron en una funda ziploc, para después utilizar un recipiente
isotérmico (cooler), donde se transportaron las muestras, se empaquetaron y etiquetaron
adecuadamente para su identificacion. Posteriormente, se llevaron las muestras al laboratorio
del CICTE ubicado en la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE en Sangolqui, se

guardaron en refrigeracion hasta el momento de la extraccion.

Tratamientos de los granos de frejol (Phaseolus vulgaris L.)

Para el presente estudio se seleccionaron los mejores granos de frejol, los cuales se
caracterizaron por su estado de sanidad y ausencia de manchas de pudricion. Se priorizd
unicamente la recoleccién de los granos que se encontraran en estado de madurez, y con colores

concentrados en su cobertura.
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Obtencion de los extractos de frejol (Phaseolus vulgaris L.)

Para la obtenciéon de los extractos se empleo el protocolo de extraccién de principios
activos que fue establecido por Claros (2021). Para ello, se utilizaron granos de frejol fresco y
maduros, donde a los frejoles se los debe triturar en un mortero hasta obtener la harina de frejol
(muestras) la cual sera posteriormente pesada en la balanza para obtener 1 g de muestra la cual
sera macerada con 10 mL de etanol (96 %) en tubos Falcon de 15 mL, con la ayuda de una varilla
se agita la muestra con el etanol, para después llevar a refrigeracion a una temperatura de 5 °C
durante un periodo de 72 horas para permitir el reposo de los extractos. Para las evaluaciones
posteriores, se aplicd cada tratamiento por triplicado y todos los ensayos fueron medidos su

absorbancia en un espectrofotémetro UV-Vis.

Determinacion del caracter antioxidante por el método DPPH

El caracter antioxidante se determinaran mediante el método DPPH segun el metodo
descrito por Ramirez (2023). Esto se logra porque el DPPH es un radical libre, el cual posee un
electrén impar en el atomo de nitrégeno, si se da una deslocalizacion del electron sobrante da
como resultado una coloracion intensa purpura, el cual tiene una absorcion en la longitud de onda
de alrededor de 520 nm. Asi mismo, esta coloracion violeta se pierde debido a que si se pone en
contacto con una sustancia antioxidante esta le dona un atomo de hidrogeno a este radical libre,
el cual cambia de tonalidad a amarillo. Donde se utiliza el reactivo DPPH previamente preparado,
el cual se diluyo con etanol al 96 % hasta obtener una absorbancia de 0.7+0.05, la cual se midio
por espectrofotometria a 517 nm. En el ensayo, para cada muestra se realizo tres repeticiones,
para ello en cada tubo se le agrego 2.9 del reactivo, posterior a ello, se le agrega 0.1 mL de
muestra. Los tubos fueron incubados durante 30 minutos en ausencia de luz, posteriormente se
midié la absorbancia, obteniendo tres mediciones por tubo analizado. La muestra control se

realizo de la misma manera, excepto que en cambio de muestra se agrego etanol.
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Determinacion del caracter antioxidante por el método ABTS

El caracter antioxidante se determinaran mediante el método ABTS segun el protocolo
descrito por Mendoza (2018). La actividad antioxidante se determiné mediante la metodologia
ABTSe+ (2,2 azinobis-(-3 etilbensotiazolin-6-acido sulfénico) (7 mM), donde se generé primero al
radical ABTS por medio de una reaccion de oxidacion, en una solucion de per-sulfato de potasio
(12 h antes de ser usado) y posteriormente se evalud la capacidad a ser neutralizado con los
germinados. Una vez formado el radical, este se diluyé con etanol hasta obtener un valor de
absorbancia comprendido entre 0.76 (x0.1) a 754 nm (longitud de onda de maxima absorbancia).
Posteriormente se colocaron 980 L del radical ABTS y se mezclaron con 20 L de los extractos
de los germinados con el fin de evaluar la concentracion inhibitoria porcentual. La mezcla se dejo
reposar por 7 minutos a temperatura ambiente, protegida de la luz. Posteriormente se leyo la

absorbancia a 754 nm. El blanco se preparé utilizando etanol en lugar de la muestra.

Determinacion del caracter antioxidante por el método FRAP

La determinacion del caracter antioxidante se determinara mediante el método FRAP
segun el protocolo descrito por Agudo (2010). En este método se determina la capacidad
antioxidante de forma indirecta. Se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para
reducir el Fe3* a Fe?* que es menos antioxidante. Se elaboro una solucion FRAP, para ellos se
tomé 100 mL de tampon acetato (300 mM) con un pH de 3.6, adicional 10 mL de FeCls en H.O
(20 mM) y 12 mL de H.O destilada. La prueba se ejecutd en tubos de ensayo, donde se agregd
en ellos 300 pL de la solucion FRAP, después se agregd 100 pL de muestras y 300 uL de H-O
destilada. Los tubos fueron incubados durante 4 minutos en ausencia de luz a temperatura
ambiente, la prueba se ejecutd por triplicado. El blanco se realizé de la misma manera, excepto
que en cambio de muestra se agregd etanol. Los andlisis se realizaron mediante el

espectrofotémetro midiendo el cambio de absorbancia a una longitud de onda de 593 nm.
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Determinacion del contenido de fenoles totales (TPC)

Los compuestos fendlicos totales se determinaran mediante el método colorimétrico Folin-
Ciocalteau segun el protocolo descrito por Lopez- Froilan et al., (2018). Donde se mezcld 1.0 ml
de muestra diluida (1:10) o estandar con una pequena cantidad de agua y 1,0 ml del reactivo FC;
después de 4 min, 4 mL de Na,CO3 (100 mg/L) y luego el matraz se llen6 hasta 25 mL con agua
destilada. La mezcla se incub6 en la oscuridad a temperatura ambiente durante 90 minutos, la
prueba se ejecuto por triplicado. El blanco se realizé de la misma manera, de muestra se agrego
etanol. Los analisis se realizaron mediante el espectrofotometro midiendo la absorbancia a una
longitud de onda de 750 nm. Los resultados se calcularon segun una regresion lineal del acido

galico (0-250 mg de GAE/L) y expresada como miligramos de acido galico por litro.

Analisis estadistico

Factores de estudio
Los factores de estudio seran la determinacion del contenido fendlico y la capacidad
antioxidante en frutos maduros de plantas de frejol (Phaseolus vulgaris L.) sanas y afectadas por

la exposicion de ceniza volcanica.

Unidad experimental
La unidad experimental sera los granos de frejol (Phaseolus vulgaris L.) sanas y afectadas

por la exposicion de la ceniza proveniente del Volcan Cotopaxi.

Tratamientos

El anadlisis estadistico del contenido fendlico se hara mediante un disefio experimental
unifactorial. En este disefio, se consideran un método para determinar el contenido de los
compuestos fendlicos mediante la determinacion de fenoles totales, y se evaluaran dos muestras
de la misma especie, pero con diferente exposicion a la ceniza. Para asegurar la robustez y la
precision de los resultados, el ensayo se replicara tres veces, tal como se muestra en detalle en

la Tabla 6.
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Tabla 6

Disefio experimental unifactorial para el analisis del contenido fendlico en granos de frejol

(Phaseolus vulgaris L.) sanas y afectadas

Método

Fenoles Totales

Presencia 3
Ceniza

Ausencia 3

Para el andlisis estadistico de la capacidad antioxidante se planteara un disefio factorial
2x3, donde se establecera dos muestras de Phaseolus vulgaris L. sanas y afectadas, y tres
métodos para determinar el porcentaje de inhibicibn empleando los ensayos DPPH, ABTS y
FRAP. El experimento se realizara con tres replicas.

Tabla 7

Disefio experimental factorial para la determinacién de la capacidad antioxidante en plantas de

Phaseolus vulgaris L. sanas y afectadas

Método
DPPH ABTS FRAP
Presencia 3 3 3
Ceniza
Ausencia 3 3 3

Se realizaron los experimentos para el contenido fendlico un disefio unilateral y para la
capacidad antioxidante un disefio completamente al azar (DCA), y se analizara la varianza para
cada uno de los disefios experimentales. Para comparar las medias, se empleara la prueba de

Duncan, considerando como significativas aquellas diferencias con un valor de p < 0,05.
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Disefio de andlisis de varianza
El disefio de analisis de varianza esta detallado en la Tabla 8, abarcara un disefio factorial
mixto 2x3 para el estudio de la capacidad antioxidante.

Tabla 8

Disefio de ANOVA para el disefo factorial propuesto de 2x3 para granos de plantas de Phaseolus

vulgaris L. sanas y afectadas

Fuente Grado de libertad (GL) Caracter antioxidante
Ceniza (A) a-1 1
Método (B) b-1 2
Efecto AB (a-1) (b-1) 2
Error (E) a.b.(n-1) 12
Total a.b.n-1 17

Nota. El valor de “a” corresponde al nimero de prevalencia de ceniza a emplear en el ensayo.
Por tanto, para el caracter antioxidante (a=2), “b” al numero de métodos, es decir para el caracter
antioxidante (b=3). Finalmente “n” significa el nimero de replicas (n=3).

Para el andlisis de varianza del disefio unifactorial para la determinacion del contenido
fendlico, se realizard un analisis de ANOVA y una prueba de Duncan.

Ademas, para ambos disefios se utiliz6 la prueba de Levene para comprobar la
homogeneidad de las varianzas fijAndose la significacién en p>0,05.

Todos los analisis se llevaran a cabo mediante InfoStat, con un nivel de significancia

establecido en «=0,05.
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Capitulo IV: Resultados

Obtencion de los frutos
Se recolectaron dos muestras de frutos de la planta Phaseolus vulgaris L. sanas y
afectadas por la exposiciéon de ceniza proveniente del Volcan Cotopaxi.

Figura 6

Granos de Phaseolus vulgaris L. de las muestras en estudio

a) Sanas b) Afectadas

Nota. En la imagen se observa los granos maduros a) muestra sana con ausencia de ceniza

(b) muestra afectada con presencia de ceniza.

Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se estimd mediante tres métodos: DPPH, ABTS y FRAP.
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Tabla 9

Tabla de contingencia de respuestas experimentales

Métodos para determinar la capacidad antioxidante

DPPH ABTS FRAP

(mmol TRX/g fw) (mmol TRX/g fw) (umol Fe*?g fw)

Presencia 9.008 9.162 9.136 8.002 8.324 8.514 3.704 4.094 3.420
Ceniza

Ausencia 5.968 5.659 6.123 4.826 4.944 4.755 2.350 2.450 2.233

Nota. Es una tabla de doble entrada con concentraciones que fueron transformados por medio

de una curva de calibracion usando como solucién estandar Trolox (TRX) y FeSO.* 7H,0.

Determinacion del caracter antioxidante por el método DPPH

Tabla 10

Tabla de contingencia con la estadistica descriptiva para el ensayo DPPH

DPPH (pmol TRX/g fw)

R1 R2 R3 Media * desviacion estandar Error estandar
Presencia 9.008 9.162 9.136 9.10 £ 0.08 0.05
Ceniza
Ausencia 5.968 5.659 6.123 5.92+0.24 0.14

Nota. Los datos estan expresados en términos de concentraciones.

De acuerdo con los presentes resultados que se muestran en la Figura 7, el porcentaje
de inhibicién del radical DPPH dio un poder reductor del 17.68 % en frejoles que tenian presencia
de cenizay un 11.92 % en frejoles en ausencia de ceniza.

La concentracion determinada en la capacidad antioxidantes es mayor en plantas

afectadas por ceniza volcanica con una media de 9.10+0.08 uymol TRX/g fw, mientras que las
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plantas sanas con ausencia de ceniza volcanica presentaron una media de 5.92+0.24 pmol
TRX/g fw como se indica en la tabla 10.

Figura 7

Porcentaje de inhibicién de las plantas de Phaseolus vulgaris L. sanas y afectadas en estudio

por el método DPPH
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Nota. Los datos representan la media y error estandar con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 11

Tabla de contingencia con la estadistica descriptiva para el ensayo ABTS

ABTS (umol TRX/g fw)

R1 R2 R3 Media * desviacion estandar Error estandar
Presencia 8.002 8.324 8.514 8.28 + 0.26 0.15
Ceniza
Ausencia 4.826 4.944 4.755 484 +0.10 0.06

Nota. Los datos estan expresados en términos de concentraciones.
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La Figura 8 representa el porcentaje de inhibicion del radical ABTS, se evidencié una
capacidad reductora del 39.64 % en frejoles que tenian presencia de ceniza y un 25.81 % en
frejoles en ausencia de ceniza.

La concentracién determinada en la capacidad antioxidantes es mayor en plantas
afectadas por ceniza volcanica con una media de 8.28+0.26 ymol TRX/g fw, mientras que las
plantas sanas con ausencia de ceniza volcanica presentaron una media de 4.84+0.10 pmol
TRX/g fw como se indica en la tabla 11.

Figura 8

Porcentaje de inhibicion de las plantas Phaseolus vulgaris L. sanas y afectadas en estudio por el

método ABTS
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Nota. Los datos representan la media y error estandar con un nivel de confianza del 95%.
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Determinacion del caracter antioxidante por el método FRAP

Tabla 12

Tabla de contingencia con la estadistica descriptiva para el ensayo FRAP

FRAP (umol Fe?'/g fw)

R1 R2 R3 Media % desviacion estandar Error estandar
Presencia 3.704 4.094 3.420 3.74+£0.34 0.20
Ceniza
Ausencia 2.350 2.450 2.233 2.34 +0.11 0.06

Nota. Los datos estan expresados en términos de concentraciones.

Determinacion el caracter antioxidante por el método ABTS

Los resultados de la capacidad reductora por el método FRAP se reportan en la Tabla 12
y estan representados en la Figura 9, mostrando un mayor potencial reductor del ion Fe*? en
plantas con presencia de ceniza volcanica con una concentracion de 3.74+0.34 ymol Fe?*/g fw,
mientras que, en las plantas con ausencia de ceniza volcanica presentd una concentracion menor

siendo 2.34+0.11 ymol Fe?*/g fw.
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Figura 9

Porcentaje de inhibicion de plantas de Phaseolus vulgaris L. sanas y afectadas en estudio por el

método FRAP
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Nota. Los datos representan la media y el error estandar con un nivel de confianza del 95%.
Anélisis estadistico

En la Figura 10 se muestra el andlisis cuantitativo de la determinacion de la capacidad
antioxidante donde no se observa una interaccién de la respuesta experimental (Phaseolus
vulgaris L. sanas y afectadas) ya que cambia segun la combinacion de los niveles de los factores
(métodos para la determinacion de la capacidad antioxidante). Esto se corroboré mediante un
andlisis de varianza ANOVA (Apéndice A), se emple6 con la finalidad de evaluar los efectos de
los factores y su interaccion, evidenciando un P<0,05, es decir, la capacidad antioxidante

depende si las plantas fueron afectadas o no por la ceniza volcanica y del ensayo empleado.
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Figura 10

Grafica de interacciéon métodos vs ceniza
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Nota. La concentracion de la capacidad antioxidante en promedio es mayor en los métodos
DPPH y ABTS para plantas sanas con ausencia de ceniza, sin embargo, en FRAP es ligeramente
mayor en plantas sanas con ausencia de ceniza.

El test de Shapiro-Wilk permitié verificar los supuestos de normalidad donde se corrobor6
gue los resultados presentados cumplen una distribucion normal (Diagrama Q-Q plot,
Histograma, ver Apéndice A) ya que se obtuvo un P = 0.7913, siendo mayor al valor de confianza
p=0,05.

La homocedasticidad se verificd con el Test de Levene, donde los resultados exhibieron
un P>0,05, es decir, existe una homogeneidad en las varianzas.

El test de Duncan se explica en la Tabla 13, donde reflejo que el poder reductos de

muestras de Phaseolus vulgaris L. es estadisticamente significativo en relacion al método y
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ceniza. Sin embargo, en el caso de la muestra con presencia de ceniza — DPPH si fue
significativamente diferente (p=0,001 Infostat), como se detalla en el Apéndice A.

Tabla 13

Prueba de Duncan del caracter antioxidante del disefio factorial 3 x 2

Método Medias n E.E.

FRAP 3.04 6 0.09 A

ABTS 6.56 6 0.09 B

DPPH 7.51 6 0.09 C

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Ceniza Medias n E.E.
Ausencia 4.37 9 0.07 A
Presencia 7.04 9 0.07 B

Nota. Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p>0.05)

La prueba de Duncan del factor: ceniza muestra que la media del caracter antioxidante
de la muestra con cenizas es estadisticamente diferente y mayor a la media de la muestra sin
cenizas. En cambio, la prueba de Duncan para el factor: método determina que la media del
caracter antioxidante del método DPPH (7.51 pymol TRX/g fw) es mayor que la media del método
ABTS (6.56 ymol TRX/g fw), sin embargo, no se puede establecer una relacion directa con la
media del método FRAP (3.04 umol Fe?*/g fw) debido a que este resultado se encuentra en otras
unidades de medida.

Compuestos fendlicos

Para la determinacion del contenido fendlico se estimé un método: TPC
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Determinacién del contenido de fenoles totales

Tabla 14

Tabla de contingencia con la estadistica descriptiva para el ensayo fenoles totales

TPC (mg GAE/g fw)

R1 R2 R3 Media £ desviacion estandar Error estandar
Presencia 0.936 0.968 1.015 0.97 £0.04 0.02
Ceniza
Ausencia 0.596 0.584 0.595 0.59 £ 0.01 3.9x 103

Nota. Los datos estan expresados en términos de concentraciones.

Los resultados del método de Folin Ciocalteu se reportan en la Tabla 14 en funcién de las
medias * error estandar, mostrando valores similares en las concentraciones del contenido de
fenoles siendo 0.97+0.04 mg GAE/g fw y 0.59+0.01 mg GAE/g fw en las muestras con presencia

y ausencia de ceniza, respectivamente.
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Figura 11

Comparacién del contenido fendlico en Phaseolus vulgaris L. sanas y afectadas por la exposicion

de ceniza volcanica en estudio
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Nota. Los datos representan la media y el error estandar con un nivel de confianza del 95%.

Analisis estadistico

En la Figura 11 se muestran el andlisis cuantitativo de la determinacién del contenido
fitoquimico en Phaseolus de dos muestras en estudio, evidenciando que no hay interaccion de
la respuesta experimental (concentracion de contenidos fendlico en sanas y afectadas) ya que
no cambia segun la combinacion de los niveles de los factores (métodos). Mediante el andlisis
de varianza (ANOVA) se verific6 que sucede con los factores y los niveles ademas de su
interaccion, frente a una respuesta experimental donde se obtuvo que son estadisticamente
significativas (p<0,001, Infostat) ya que presentaron un menor valor de significancia p=0.05, ver

mas a detalle en el Apéndice B.
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Figura 12

Gréfica de interaccién ceniza vs método
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Nota. El contenido fendlico es mayor en plantas afectadas por ceniza volcanica.

El test de Duncan se explica en la Tabla 15, donde se determiné el contenido fendlico de
granos de plantas de frejol, siendo estadisticamente diferentes, evidenciando a que la muestra
afectada por la ceniza presenta una mayor concentraciéon de compuestos fendlicos.

Tabla 15

Prueba de Duncan del contenido fendlico

Ceniza Medias n E.E.
Ausencia 0.59 3 0.02 A
Presencia 0.97 3 0.02 B

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
Con respecto a la normalidad, los resultados si cumplen una distribucion normal esto se

verifico con el test de Shapiro-Wilk ya qué presento un pvaior=0.8009 siendo mayor al valor de
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confianza p=0,05 (Diagrama Q-Q plot, Histograma, ver Apéndice B), es decir, se cumplio los
supuestos de normalidad. La homogeneidad de las varianzas se corroboro con el test de Levene

donde se obtuvo un valor pyair>0.05.

Aplicando la prueba de Duncan se concluye que la media del contenido fendlico de la
muestra con presencia de ceniza es mayor (0.97 mg GAE/g fw) que la media de la muestra sin

ceniza (0.59 mg GAE/g fw).
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Capitulo V: Discusion

El frejol es un cultivo de importancia econdémica, ecoldgica y nutricional, ademas de
mejorar la calidad del suelo, por ser fijador de nitrégeno (Sacoto, 2022). Sin embargo, este cultivo
se vera influido por el entorno en el que se encuentra, el cual va a decidir el tipo de estrés abidtico
que puede imponerse a las plantas y la capacidad de las especies de cultivo para resistir ese tipo
particular de estrés. Gull et al., (2019) indica que el estrés abidtico afecta negativamente el
crecimiento, el desarrollo, el rendimiento y la calidad de las semillas de los cultivos y otras
plantas. Donde la primera defensa de las plantas contra el estrés abi6tico esta en sus raices. Las
posibilidades de sobrevivir a condiciones estresantes serén altas si el suelo que sostiene la planta
es saludable y biol6gicamente diverso. Donde las plantas pueden recuperarse de lesiones si el
estrés es leve o de corta duracién, dado que su efecto es temporal, mientras que cuando el estrés
severo conduce a la muerte de las plantas al impedir la floracion, la formacién de semillas e
inducir senescencia. Las plantas se encuentran con una serie de estreses abidticos que impactan
en la productividad de los cultivos en todo el mundo. Estos estreses abibticos estan
interconectados entre si y pueden ocurrir en forma de estrés osmético, mal funcionamiento de la

distribucion de iones y homeostasis de las células vegetales.

Para ello las muestras estudiadas corresponden a plantas del género Phaseolus que se
encuentran en estado de grano, las cuales fueron recolectadas en el sector de Alaques (para las
sanas) y el barrio Chinchil de Robayos (para las afectadas), provincia de Cotopaxi, en la cuidad
de Latacunga. Las muestras afectadas presentaron un mayor contenido fendlico y de actividad

antioxidante en comparacion con las muestras sanas.

Por otra parte, la ceniza volcanica tiene compuestos como son 6xido de silicio (SiO>),
Oxidos de aluminio y hierro, sales solubles, las cuales al verse en contacto con el suelo aumentan
la acidez del mismo (Sanchez et al., 2018). Esta acidez del suelo afecta negativamente la

produccion de frejol a través de diferentes mecanismos, incluida la toxicidad del aluminio y la
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inhibicion de la disponibilidad de nutrientes esenciales (N, P, K) para la planta. De acuerdo a la
investigacion realizada por Cuenca-Tinoco et al., (2020) el frejol comun es relativamente mas
sensible a la toxicidad de Al*® en relacion a otras especies, documentando reducciones de
rendimiento de entre 30 — 60 %. Si bien es cierto que los cultivos son los mas afectados, la planta
posee mecanismos de defensa como el desarrollo de metabolitos secundarios para la proteccion

de su sistema.

Ademas, la investigacion de Saputra et al., (2022) demostré que el plazo para la
recuperacion del ecosistema por efecto de la caida de ceniza volcanica depende del espesor de
la ceniza: décadas necesarias para las capas delgadas, siglos para las moderadas y milenios
para las capas muy gruesa. Influyendo asi en el entorno normal del cultivo, lo que provocara la
produccion de metabolitos secundarios que ayuden en la defensa de la planta. Investigaciones
de Pulido & Morales (2021) concluyeron que el contenido de compuestos fendlicos varia segun
el cultivar y las condiciones de crecimiento, siendo los factores externos importantes en su

desarrollo adecuado.

Los procesos de defensa de las plantas tienen como estrategia ayudar a su supervivencia,
frente a estreses que pueden ser bidticos o abidticos, lo cual provoca que la planta produzca
metabolitos secundarios. De acuerdo a Molina (2018) su origen se deriva de los metabolitos
primarios, y dependiendo del nivel de estrés al que se encuentre sometido, pueden variar las
concentraciones de metabolitos secundarios. Los compuestos bioactivos producidos dependen
de condiciones ambientales para que genere un impacto adecuado en el desarrollo de las rutas
metabdlicas asociadas con su biosintesis (Gull et al., 2019). Ademas, que las plantas en estado
vegetativo, utilizan la fotosintesis y la asimilacion de carbono para su crecimiento, desarrollo y
defensa, en la cual al encontrarse expuestas algun estrés puede alterar en el almacenamiento y

sintesis de los metabolitos (Heredia-Rodriguez et al., 2017).



66

Los compuestos fendlicos son estructuras moleculares que incluyen uno o varios anillos
fendlicos (Ruiz et al., 2018), varian en composicion y cantidad entre diferentes especies,
variedad, etapas de desarrollo, la parte de la planta considera, condiciones de cultivo, asi como
en respuesta a factores ambientales (Magallanes, 2021). Estudios realizados por Ceron &
Tamayo (2021) demostraron que los polifenoles poseen propiedades antioxidantes, a los cuales
se les atribuye capacidades de neutralizacién de radicales libres, lo que ayuda a prevenir y
combatir los procesos oxidativos, generando una respuesta de proteccion frente a factores
externos. De esta manera se previene el dafio oxidativo producida por las especies reactivas de
oxigeno. El consumo de plantas con un alto contenido de fenoles prevendra enfermedades
degenerativas siendo beneficiosos para la salud (Ruiz et al., 2018). Los reportes obenidos en
este estudio indican baja capacidad antioxidante y contenido fenolico, ya que a un mayor valor
de inhibicién mayor cantidad de antioxidantes esta presente en el extracto, Capistran (2019)
sefala en su investigacion que el frejol contiene contenido fenolico con alto contenido de
antioxidantes, es decir que las actividades antioxidantes estan determinadas por la composicion

del contenido fenolico en los granos de frejol.

Con base en los resultados, las muestras que mayor porcentaje de inhibicién y contenido
metabolito son aquellas expuestas a condiciones adversas como son la presencia de ceniza
volcanica, lo que implica la induccion de compuestos fitoquimicos para su adaptacion y
supervivencia. En este sentido, los metabolitos secundarios de la planta Phaseolus vulgaris L.

son utilizados como un mecanismo de defensa.

Del mismo modo Gull et al., (2019) indica que existe un cambio en el nivel de contenido
fendlico en plantas antes y después de la cosecha debido a la exposicion de factores como la
luz, temperatura, potencial osmatico, nutricién, reguladores de crecimiento, inductores bidticos y
abidticos, el estado de maduracion de la fruta, entre otros. Ademas de su exposicion frente a la

ceniza volcanica.
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Entre los metabolitos secundarios encontrados en plantas del género Phaseolus se
encuentran flavonoides (quercetina y kaempferol), antocianinas, fenoles libres (acido galico,
catequina, acido vanilico entre otros), fenoles conjugados (acido ferulico, acido sinapico, acido
p-hidroxibenzoico, acido p-cumarico) y taninos. La fuente de compuestos bioactivos en la planta
puede enfocarse en la realizacién de productos para la industria y la farmacéutica. Ademas, la
caracterizacion fisicoquimica y su valoracién tienen perspectivas potenciales para evolucionar
como fuente de antioxidantes primarios, materia prima bioenergética, y como compuestos

poliméricos (Bedoya & Maldonado, 2022).

La planta Phaseolus vulgaris L. con una mayor capacidad antioxidante es la muestra con
exposicion de ceniza volcanica con una media de las pruebas realizadas de 9.10+0.08 umol
TRX/g fw, 8.28+0.26 umol TRX/g fw, y 0.971£0.04 mg GAE/g fw para las pruebas DPPH, ABTS y
Folin-Ciocalteu. Ademas, que para las pruebas DPPH y ABTS el porcentaje de inhibicion mayor
fue de 17.68% y 39.64% respectivamente. Los resultados se relacionan a los obtenidos en la
investigacion de Magallanes (2021) donde estudiaron la capacidad antioxidante y polifenoles
totales de granos de frejol, obteniendo valores entre 6.90£0.20 ymol TRX/g fw a 9.14+£0.21 ymol
TRX/g fw por el método DPPH, mientras que para ABTS obtuvieron valores entre
10.44+0.29 ymol TRX/g fw a 13.64+0.11 umol TRX/g fw, ademas que para la concentracion de
contenido de fenoles obtuvieron valores entre 1.84+0.03 mg GAE/g fw a 2.341£0.03 mg GAE/g fw,
adicionalmente estudios presentados por Rochin et al., (2018) indicaron valores de la actividad
antioxidante entre 9.85+0.04 ymol TRX/g fw y 5.78+0.06 umol TRX/g fw para las pruebas DPPH
y ABTS respectivamente, en cambio para la concentracion de polifenoles totales obtuvieron
valores entre 0.46+0.01 mg GAE/gfw a 0.75+0.01 mg GAE/g fw, donde divergen estos
resultados posiblemente por la influenza del método de extraccion de principios activos, su

reaccion frente al estrés abiotico, como la maduracion del grano de frejol.
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La diferencia entre la prueba de DPPH y ABTS se debe a la naturaleza de la prueba.
DPPH y ABTS son métodos econdmicos y sencillos, donde DPPH solo identifica los compuestos
hidrofilicos, dejando de lado compuestos lipofilicos como las grasas insaturadas, terpenos que

pueden ser identificados por ABTS, asi como los compuestos hidrofilicos (Berrocal, 2018).

Con respecto al potencial reductor del ion Fe*?, en las muestras afectadas por exposicion
de ceniza evidenciaron una mayor concentracion en relacién a las muestras sanas con un valor
de 3.74+0,34 ymol Fe*?/g fw, siendo esta concentracién menor a lo que reporté Garzon (2019)
obteniendo 26.9+9,81 ymol Fe?*/g fw, mientras que la investigacion de Pérez-Pérez et al., (2019)

obtuvo 5.22+0.04 ymol Fe?*/g fw.

Conclusiones
Las muestras de la planta Phaseolus vulgaris L. afectadas por la ceniza volcanica,
presentaron un mayor contenido fendlico y capacidad antioxidante, esto se debe a que la planta

utiliza los metabolitos secundarios como mecanismo de defensa frente al estrés abiodtico.

El muestreo aleatorio de frutos maduros frescos de Phaseolus vulgaris L. sanas y
afectadas permitié realizar un analisis fitoquimico para la deteccion de antioxidantes y

polifenoles.

Se determino la concentracion del contenido de fenoles en muestras de la planta de
Phaseolus vulgaris L. sanas y afectadas, siendo 0.591£0.01 mg GAE/g fw y 0.97+0.04 mg GAE/g

fw para fenoles mediante el ensayo de Folin-Ciocalteau.

Se obtuvo una mayor capacidad antioxidante en los extractos de Phaseolus vulgaris L.
afectadas por la ceniza volcanica con una concentracion de 9.10+£0.08 ymol TRX/g
fw, 8.28+0.26 umol TRX/g fw, 3.74+0.34 umol Fe*?/g fw para las pruebas DPPH, ABTS y FRAP

respectivamente.
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Hubo diferencias significativas en muestras de plantas de Phaseolus vulgaris L. afectadas
en relacion con las muestras sanas, por lo que se deduce que la muestra afectada tuvo un tiempo

adecuado de exposicion de ceniza.

Recomendaciones

Considerar la variabilidad de metabolitos secundarios que puede existir entre los
diferentes estados de desarrollo de la planta como en los diferentes 6rganos de la planta.

Analizar los compuestos fitoquimicos y la actividad antioxidantes en diferentes
temporadas de recoleccion y diferentes condiciones de extraccién.

Determinar las interferencias que se pueden presentar al momento de realizar los

métodos, para reducir errores en la medicién y obtener valores 6ptimos para la investigacion.
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