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Dw: dry weight — peso seco (muestra seca)

17
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Resumen
La arveja (Pisum sativum L.) es un cultivo destacado en Ecuador, especialmente en provincias
como Bolivar, Cotopaxi y Pichincha, con aproximadamente 22 mil hectareas cultivadas a
altitudes de 2400 a 3200 msnm, este cultivo es rico en nutrientes esenciales y sus compuestos
fenolicos como la quercetina y resveratrol, proporcionan beneficios antioxidantes y fortalecen el
sistema inmune, previniendo enfermedades degenerativas y envejecimiento prematuro. Por lo
gue es de importancia el estudio de este tipo de plantas y sus componentes. El presente
proyecto tiene como objetivo la evaluacion de la capacidad antioxidante mediante los métodos
DPPH, FRAP y ABTS, ademas del contenido total de fenoles (TPC) por medio del ensayo
Folin-Ciocalteu de los frutos y hojas de plantas de arveja (Pisum sativum L.) sanas y afectadas
por la ceniza del volcan Cotopaxi en Ecuador. Los resultados obtenidos mostraron que tanto los
frutos como las hojas que han estado expuestas a la ceniza, presentan mayor capacidad
antioxidante en cada una de los ensayos realizados, de esta manera mediante el ensayo DPPH
se obtuvieron valores de 16,98 y 70,39 umol Trolox/g fw, para el ensayo FRAP: 4,87 y 31,67
umol Fe?*/g fw y en el ensayo ABTS: 7,10 y 31,24 umol Trolox/g fw. Ademas, en la evaluacion
de compuestos fendlicos totales se demostrd el mismo patrén que en el ensayo anterior, es
decir, los frutos y hojas en presencia de ceniza sintetizan mayor cantidad de fenoles, arrojando
resultados de 1,53 mg GAE/g dw y 4,48 mg GAE/g dw, respectivamente. Finalmente, se
confirmd que hay una relacion positiva entre el contenido de compuestos fitoquimicos y
capacidad antioxidante, ya que, a medida que la concentracion de metabolitos secundarios

aumenta, se incrementa la capacidad de inhibir especies reactivas de oxigeno.

Palabras clave: Pisum sativum L., actividad antioxidante, contenido fendlico, ceniza,

organos.
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Abstract
The pea (Pisum sativum L.) is a prominent crop in Ecuador, especially in provinces like Bolivar,
Cotopaxi, and Pichincha, with approximately 22 thousand hectares cultivated at altitudes
ranging from 2400 to 3200 meters above sea level. Rich in essential nutrients, its phenolic
compounds such as quercetin and resveratrol provide antioxidant benefits, strengthening the
immune system and preventing degenerative diseases and premature aging. Hence, studying
these plants and their components is crucial. This project aims to evaluate antioxidant capacity
using DPPH, FRAP, and ABTS methods, along with total phenolic content (TPC) through the
Folin-Ciocalteu assay in the fruits and leaves of healthy and ash-affected pea plants (Pisum
sativum L.) from the Cotopaxi volcano in Ecuador. Results showed that both ash-exposed fruits
and leaves exhibited higher antioxidant capacity in each test. In the DPPH assay, values were
16,98 and 70,39 umol Trolox/g fw; for the FRAP assay: 4,87 and 31,67 umol Fe?*/g fw; and in
the ABTS assay: 7,10 and 31,24 umol Trolox/g fw. Furthermore, the assessment of total
phenolic compounds demonstrated the same pattern as in the previous assay, with ash-
exposed fruits and leaves synthesizing higher amounts of phenols, yielding results of 1,53 mg
GAE/g dw and 4,48 mg GAE/g dw, respectively. Finally, it was confirmed that there is a positive
correlation between the content of phytochemical compounds and antioxidant capacity,
indicating that as the concentration of secondary metabolites increases, the ability to inhibit

reactive oxygen species also increases.

Keywords: Pisum sativum L., antioxidant activity, phenolic content, ash, organs.
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Capitulo I: Introduccion
Antecedentes
La arveja (Pisum sativum L.) comunmente llamada guisante verde, guisante seco o
guisante de campo se reconoce como un cultivo significativo de leguminosas, que proporciona
buena fuente de proteinas, vitaminas, minerales y compuestos bioactivos, contribuyendo asi a
la salud humana. Por esta razén, se cultiva extensamente en la mayor parte de paises del

mundo, considerando como parte esencial en la dieta (Han et al., 2023).

De esta manera, Canada se ha posicionado como el mayor productor de guisantes del
mundo, seguido de China, Rusia e India (Wu et al., 2023). Aunque es importante destacar que
Ecuador no forma parte de los paises con una produccién destacada de este tipo de alimentos,
la arveja aqui es considerada como el cultivo mas importante luego del cultivo de fréjol, dentro
del grupo de leguminosas de grano comestibles que se hallan en el pais, en este contexto, se
cosechan alrededor de 11600 ha de grano seco y 10435 ha en vaina verde como grano tierno

(Peralta 1. et al., 1997).

Dada la variedad de propiedades beneficiosas, la arveja ha sido objeto de numerosos
estudios a lo largo de los afios. Se ha observado que esta leguminosa posee un potencial
antioxidante gracias a los fenoles presentes en su composicién, lo que puede contribuir a la
reduccién de la incidencia de enfermedades degenerativas. Sin embargo, las leguminosas
procesadas no poseen un caracter antioxidante alto y tampoco niveles elevados de contenido
de fenoles, tal es el caso que algnos extractos de diferentes ejemplares de arveja tanto fresca
como procesada, fueron realizados con metanol al 80% y acetona al 70% por separado y
fueron analizados por medio de los ensayos FRAP, ABTS, DPPH para caracter antioxidante y
Folin-Ciocalteu para determinar el contenido fendlico total. La informacién recopilada

proporcioné detalles sobre las muestras de arveja fresca con valores mas altos en comparaciéon
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con las muestras procesadas. Concluyendo que este tipo de alimentos siendo procesados

pierde las propiedades antioxidantes (Nithiyanantham et al., 2012).

Ademas, en el estudio llevado a cabo por Nemanja et al. (2015), sefialan que la
extraccion de principios activos de diferentes muestras de arveja se realiz6 con una mezcla de
metanol/agua/acido acético en una relacion 80:19:1, y a partir de ello se determiné el contenido
fendlico total y capacidad antioxidante, por diferentes métodos. Obteniendo que las variedades
de colores en los guisantes resulta ser una interferencia en cuanto al contenido de
antioxidantes, asi, los colores mas oscuros mostraron mayor actividad antioxidante frente a los
colores claros en las semillas. En contraste, el contenido fendlico total, confirmando que las

semillas con cubiertas oscuras poseen valores mayores de TPC.

Segun la investigacion realizada por Nweze et al. (2018), se evidencia que el extracto
metandlico de guisante verde (Pisum sativum L.) contiene terpenoides, resinas, glucésidos,
esteroides, saponinas, fenoles y flavonoides. En cuanto a las actividades de radicales libres
evaluadas mediante el ensayo DPPH, los resultados fueron expresados como el porcentaje de
inhibicién en el extracto metandlico, revelando una relacién proporcional a la concentracion del
mismo. Por lo que, a 5 mg/ml (57,1%), 2 mg/ml (41,7%), 1 mg/ml (31%), 0,5 mg/ml (26,4%), 0,1
mg/ml (21,3%) y 0,05 mg/ml (16,9%). Finalmente, se ratifica que esta planta posee algunos
metabolitos secundarios con propiedades nutricionales y farmacoldgicas, demostrando efectos

antioxidantes, anticancerigenos, antiinflamatorios y antilipidémicos significativos.

Existen diversos factores a los que se exponen las plantas por el hecho de coexistir con
diversos seres bidticos y componentes abidticos, tal es el caso de los volcanes y como pueden
llegar a afectar a la vida vegetal, por la emision de su ceniza. Es asi que en su investigacion
sobre la evaluacion del impacto de la ceniza volcanica emitida por el volcdn Tungurahua sobre
los suelos destinados a la explotacion agricola, Jacome Mogro (2011) descubrié que la arveja

fue uno de los cultivos afectados. Este hallazgo se basé en la evidencia de dafio foliar en cada
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planta analizada como muestra. Aln cuando el porcentaje de afectacién no fue elevado
(0,66%), las consecuencias son severas para la agricultura y por ende para el consumo
humano, teniendo como consecuencia que, la poblacién opt6é por no sembrar Pisum sativum L.
luego del evento volcanico. Ademas, todo esto se ve reflejado en la reduccién de la seguridad

alimentaria en un 85,71% debido a la pérdida de cultivos diversos en la localidad.

Finalmente, en un estudio reciente, se evalla la problematica relacionada con la
composicion mineral de la ceniza volcanica sobre los cultivos. Se sefiala la presencia de una
potencial toxicidad que afecta la salud humana, al tiempo que ejerce un impacto adverso en el
desarrollo de las plantas, especialmente durante la fase de germinacién de las semillas, no
obstante, esta influencia puede manifestarse en cualquier etapa de desarrollo, también da lugar
a una baja polinizacion de los cultivos, dafios en los frutos y reduccién de la respiracion foliar
dependiendo del cultivo. Cabe destacar que todos estos efectos estan vinculados al tiempo de

exposicién a la ceniza (Mihai, Espinoza Caiza, et al., 2023).

Justificacion e importancia

El cultivo y la produccién de arveja (Pisum sativum L.) en Ecuador se ven favorecidos
por las condiciones geograficas y climaticas del pais. La actividad agricola de este cultivo en
especifico se destaca principalmente en las provincias de Bolivar, Cotopaxi, Azuay,
Chimborazo, Cafiar, Carchi, Imbabura, Loja, Pichincha y Tungurahua, en donde, la fase mas
productiva comprende los meses de marzo a junio. De forma general, se cultivan
aproximadamente 22 mil hectareas de tierras, situadas a altitudes que oscilan entre los 2400 y

3200 metros sobre el nivel del mar (Toro Zurita, 2022).

La arveja (Pisum sativum L.) es considerada como el cultivo més importante luego del
cultivo de fréjol, dentro del grupo de leguminosas de grano comestibles que se hallan en el
pais, en este contexto, se cosechan alrededor de 11600 ha de grano seco y 10435 ha en vaina

verde como grano tierno (Peralta I. et al., 1997).
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En la actualidad, este cultivo experimenta una elevada valoracion y demanda en el
mercado, tanto a nivel nacional como internacional, considerando mas a las provincias del
altiplano ecuatoriano, resultando vital para numerosas familias que dependen de sus
rendimientos. Ademas, desempefia un papel fundamental en la seguridad alimentaria de la
comunidad al aportar nutrientes esenciales a la dieta diaria, como proteinas, fibra,
carbohidratos, vitaminas y minerales, es baja en grasa y buena fuente de fibra, por lo que,
favorece la digestion, evita el estrefiimiento y controla los niveles de azucar y colesterol
(Minchala G. & Guaman I., 2004). Es importante destacar que, la arveja se caracteriza por su

bajo contenido en sodio, ausencia de colesterol y carencia de gluten (Leica Cérdova, 2023).

Posee compuestos fendélicos como la quercetina, el &cido protocatecuico y resveratrol
(Duenas et al., 2004), que son las sustancias bioactivas antioxidantes mas importantes en los
cultivos de este tipo de leguminosas, asimismo, tiene poder antioxidante, por lo que es util en la
proteccion de la retina y previene enfermedades de la vista como las cataratas (Amarowicz &
Shahidi, 2017). Aporta gran cantidad de polifenoles tales como alcaloides, saponinas,
flavonoides, taninos y triterpenos, los cuales son capaces de fortalecer el sistema inmune,
conserva el organismo de los radicales libres (causantes de destruir las células), evitando las
enfermedades degenerativas y el envejecimiento prematuro, asi como la inflamacién

(Shahrajabian et al., 2021; Thi et al., 2021).

A pesar de su capacidad de adaptabilidad a diversos sistemas agricolas y prosperar en
condiciones de lluvia o riego limitado, el cultivo de arveja puede verse afectado por eventos
naturales, como erupciones volcénicas y la emision de ceniza. En este sentido, la presencia de
este Ultimo puede conllevar efectos positivos y negativos para la agricultura, dependiendo de la
cantidad de ceniza y duracion de exposicion a la misma. Es asi que, a corto plazo, la ceniza
puede causar dafios en el suelo y en la vegetacion, mientras que, a largo plazo puede

contribuir a la fertilidad del suelo debido al contenido de nutrientes esenciales para las plantas
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pudiendo neutralizar la acidez del suelo y mejorar el pH, favoreciendo un crecimiento éptimo.
No obstante, cuando los niveles de ceniza son grandes se puede producir un aumento del pH
del suelo a niveles toxicos, resultando en dafios a las raices y hojas de las plantas. Estos
impactos estan influidos por la época del afo, la cual afecta la actividad metabdlica de las
plantas y su respuesta ante la interaccion con la ceniza volcénica (Arequipa Giler, 2018; Mihai,

Melo Heras, et al., 2023).

Las zonas ecuatorianas mas impactadas por la actividad volcanica comprenden
Pichincha, Cotopaxi, Napo, Tungurahua, Chimborazo y Cafiar. La ceniza emitida por el volcan
Cotopaxi exhibe elevadas concentraciones de aluminio, azufre, hierro, calcio, magnesio y
titanio, asi como un significativo contenido de feldespatos en su composicion mineralégica. El
aluminio en altas concentraciones resulta ser un agente téxico afectando la division celular y
crecimiento de las raices (Mihai, Espinoza Caiza, et al., 2023). Paralelamente, la acumulacién
de ceniza en las hojas obstaculiza el proceso de fotosintesis y altera la dinamica de fijacion de
carbono, generando una pérdida continua de energia y desequilibrio en la fisiologia de la
planta, provocando disminuciones considerables en las cosechas y defoliacion de los cultivos

(Coto Cedefio, 2019).

Por tanto, el propésito de la actual investigacion es establecer un referente en la
evaluacion de la capacidad antioxidante y del contenido fitoquimico de las plantas de arveja
(Pisum sativum L.) cultivadas en areas cercanas al volcan Cotopaxi, ubicado en la provincia de
Cotopaxi, Ecuador. Este analisis se llevara a cabo mediante la aplicacién de la metodologia del
ensayo de Folin-Ciocalteu y la evaluacion de la actividad antioxidante con las técnicas de

captura de los radicales libres, tales como DPPH, ABTS y FRAP.
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Objetivos del proyecto
Objetivo General
Determinar el contenido fendlico y capacidad antioxidante, en plantas de arvejas (Pisum

sativum L.) sanas y afectadas por la ceniza proveniente del Volcan Cotopaxi.

Objetivos Especificos
¢ Recolectar muestras de plantas de arveja (Pisum sativum L.) sanas y afectadas por la

ceniza volcanica proveniente del volcan Cotopaxi de Ecuador.

e Examinar la concentracién de compuestos fenélicos implicados en la defensa de las
plantas de arveja (Pisum sativum L.) tanto sanas como afectadas por la ceniza

volcéanica, cultivadas en la provincia de Cotopaxi en Ecuador.

e Determinar el caracter antioxidante a través de los métodos DPPH, FRAP y ABTS de
plantas de arveja (Pisum sativum L.) sanas y afectadas por la ceniza del volcan

Cotopaxi en Ecuador.
Hipotesis
Los cultivos de Pisum sativum L. adyacentes al volcan Cotopaxi son perjudicados

debido a la presencia de la ceniza, resultando en una alteracién en la produccién de contenido

fendlico y su capacidad bioldgica.
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Capitulo Il: Fundamentacion tedricay referencial
Origen
El guisante o arveja es un cultivo que fue domesticado hace bastantes afos, incluso
anterior a los cereales, siendo el Mediterraneo especificamente en Oriente Medio el centro de
domesticacion inicial, ademas, formaban parte de la dieta diaria de los cazadores-recolectores

al final de la dltima Edad del Hielo (Oriente Medio y Europa) (Smykal et al., 2012).

Es de caracter desconocido tanto su centro de origen como el progenitor silvestre, sin
embargo, segun ultimas investigaciones, se revela que el centro de origen del cultivo de arveja
comprende zonas que van desde la region Mediterranea hasta el sur oeste de Asia, abarcando
también el Medio Oriente, y luego se expandié a regiones con climas templados y zonas altas

de los trépicos (Suasnabar Astete et al., 2021).

Taxonomia
Tabla 1

Clasificacion taxonémica de Pisum sativum L.

Categoria Taxoén
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae

Subfamilia Faboideae
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Categoria Taxoén
Género Pisum
Especie Pisum sativum

Nota. Adaptado de Origin and variation of polymerous gynoecia in Fabaceae: evidence from

floral mutants of pea (Pisum sativum L.) por Sinjushin, 2014.

Descripcidon Botanica
La arveja (Pisum sativum L.) posee un niamero cromosomico de 2n = 14 y abarca
diversidad de variedades y sistemas de cultivo que se distribuyen globalmente en entornos que

van desde subtropicales hasta zonas templadas y elevadas (R. J. Singh & Jauhar, 2005).

Semilla

La semilla de la arveja tiene una forma globulosa angular con un didmetro aproximado
de 5 mm y un peso medio de 0,20 g por unidad. Es dicotiledénea, por lo que respalda el
crecimiento inicial del embrién, acompafiado de una raiz primordial o radicula, tejido de tallo y
plimula. Poseen una germinacion epigea y esta cubierta por un tejido esclerenquimatico (Sopla

Cotrina, 2023).

La semilla se adhiere al tejido de la vaina materna durante su desarrollo, mediante un
hilio y cerca a este se halla un micropilo, por donde emerge la radicula durante la germinacion

(Yavuz, 2019).
Raiz
La raiz principal de la arveja se extiende hasta una profundidad de 50 cm, presentando

una estructura pivotante, e incluye raices secundarias y terciarias, estas ultimas, forman
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nodulos debido a la asociacion simbiética con las bacterias del género Rhizobium, este proceso

ocurre de manera natural cuando se siembre la leguminosa en el campo (Gregory, 1988).

Tallo

Las plantas de arveja exhiben tallos de crecimiento erecto, con 12 a 16 nédulos
aproximadamente, la longitud oscila entre 0.5 y 0.75 cm en cultivos precoces, 0.8y 1.2 cm en
cultivos semitardios, y mas de 1.5 cm en cultivos tardios. Son tallos trepadores y angulosos

(Sopla Cotrina, 2023).

Hojas

Poseen dos estipulas que encierran la base del tallo en la parte basal, ademas, tienen
pares de foliolos opuestos o alternos, mientras que, en la parte terminal se evidencian de 3a 5
zarcillos, mismos que cumplen la funcién de trepar y brindar apoyo a la planta. Cabe recalcar

que, las estipulas suelen ser de mayor tamafio que los foliolos (Galindo & Clavijo, 2007).

Flores

Se presenta en forma de racimo con bracteas foliaceas, insertadas a través de un largo
pedunculo en la axila de las hojas, donde cada racimo lleva de 1 a 2 flores, pero también se
han registrado casos en donde se hallan de 4 y 5 flores. Las flores poseen una morfologia
caracteristica papilionacea con simetria zigomorfa, compuestas por 5 sépalos (Weller et al.,

1997).

Condiciones Edafoclimaticas para el cultivo de arveja

Temperatura

Este tipo de cultivos se desarrollan idealmente en zonas que tienen cierta transicion del
clima frio al calido, para la germinacion requiere una temperatura que oscila entre los 18 a
22°C, sin embargo, puede germinar incluso a 4-5°C pudiendo tolerar heladas que sean leves

en los primeros estadios de la planta. Cuando se tienen temperaturas mayores a 25°C la
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probabilidad de germinacién de las semillas va disminuyendo. Existe marchitez y formacion de
la mosca del tallo cuando las temperaturas altas prevalecen en el momento de la siembra,

provocando pérdidas en el cultivo y rendimiento del mismo (Dhall, 2017).

Por lo general, aquellas variedades que poseen un grano liso son mas resistentes al frio
gue las de grano rugoso, asi como, aquellos cultivos que tienen hojas verdes oscuras a

diferencia de las de hojas claras (Maxted & Ambrose, 2001).

Suelo

La arveja se desarrolla perfectamente en suelos franco limosos a franco arcillosos,
ademas, debe poseer una profundidad considerable, bien drenados, ricos en humus y con un
pH que puede variar entre 5.5 a 6.5 (Sarmiento Moreno & Zarate Galindo, 2019). De esta
manera Tulbek et al. (2017) menciona que, la salinidad del suelo y acidez extrema puede

perjudicar la produccién de arveja.

También se debe tomar en cuenta que, los guisantes prefieren desarrollarse en suelos
de textura ligera o media, donde el contenido de caliza no se encuentre en exceso (Vigliola,

2003).

Humedad y Precipitaciones

El rango deseable de precipitaciones esta entre 14 y 40 pulgadas, mientras que en la
etapa de germinacion requiere mas humedad que cualquier otro cultivo de cereal (Tulbek et al.,
2017) o requiere de 250 a 380 mm distribuidos durante todo el ciclo del cultivo (Sarmiento

Moreno & Zarate Galindo, 2019).

Por otro lado Condori Cueva (2006) indica que, la arveja requiere mantener un nivel de
humedad que fluctte entre el 50% y 60%, siendo el rango 6ptimo para el buen desarrollo de la
planta. Los rendimientos mas elevados se logran cuando el suelo mantiene un alto grado de

humedad durante el periodo que comprende desde la floracion hasta la formacion de vainas.
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Valor nutricional

Las semillas de arveja contienen niveles elevados de proteinas, carbohidratos, fibra
dietética, vitaminas y minerales, y pueden transformarse en ingredientes triturados como
proteinas, almidones, harinas y fibras. Los componentes derivados de los guisantes ofrecen
atributos distintivos, llegando incluso a funcionar como sustituto de pastas, pasteles, galletas,
entre otros. De esta manera, la ingesta de este tipo de legumbres, ha demostrado la reduccién
de niveles de glucosa en sangre, el fomento de la salud gastrointestinal y el aumento de la

sensacion de saciedad (Dahl et al., 2012).

Tabla 2

Composicién nutricional de la arveja por ¢/100 g de grano comestible.

Tipo Componentes Cantidad
Agua (%) 78
Grasas (9) 0.4
Otros Hidratos de carbono (mg) 14.4
Fibra (mg) 2.0
Vitamina A (U.l.) 640
Albumina (%) 15-25
Proteinas (%) Globulina (%) 49 -70
14-31 Glutelina (%) 11
Prolamina (%) 5
Calcio (mg) 26.0
Hierro (mg) 19-8.0

Minerales (mg)
Magnesio (mg) 130.0-172.0

Fosforo (mg) 219.0-291.0
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Tipo Componentes Cantidad
Zinc (mg) 3.0-34
Sodio (mg) 2.0
Potasio (mg) 316.0
Palmitico (%) 13
Estearico (%) 3
Aceites totales (%)
Oleico (%) 25
Linoleico (%) 48
Cafeico (mg) 0.2-0.3
Clorogénico (mg) 8.3-16.1
Cumarico (mg) 3.8-4.2
Gélico (mg) 8.1-9.1
Acidos Fendlicos (mg) Hidrobenzoico (mg) 0.3-5.0
Acido Protocatéquico (mg) 02-221
Aldehido Rotocatéquico (mg) 0.3
Sinapico (mg) 0-0.3
Vainilla (mg) 0.2-0.3

Nota. Adaptado de Composition, Nutritional Value and Health Benefits of Pulses, por Hall et al.,

2017.

Principales plagas del cultivo de arveja

De acuerdo a Hill (1997), la plaga causa dafio a los humanos, su ganado, sus cultivos y

posesiones, siendo medidos de forma cuantitativa que se equiparan en pérdidas econémicas.

Desde que inicio la agricultura, hace aproximadamente 10.000 afios, los agricultores se

han visto en la necesidad de enfrentar a aquellos organismos perjudiciales para los cultivos, los
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cuales incluyen plagas de animales (insectos, acaros, nematodos, roedores, babosas,
caracoles y pajaros), patdégenos de plantas (virus, bacterias, hongos, cromistas), asi como las

plantas competitivas (Oerke, 2006).

Las plagas de los guisantes incluyen: el barrenador de la vaina (Helicoverpa armigera),

la mosca del tallo (Melanagromyza), los pulgones (Acyrthosiphon pisum) (Yadav et al., 2020).

Barrenador de la vaina (Helicoverpa armigera)

Es un gusano cogollero que deposita sus huevos en la planta durante la fase de
plantula, aunque su comportamiento puede ser afectado por condiciones climaticas y
geograficas adversas. En el periodo entre octubre a abril la hembra deposita los huevos (740
huevos en 5 dias) de forma individual en las partes tiernas de la planta; posteriormente, estos
eclosionan en 6 dias. Las larvas aparecen en las hojas jovenes principalmente, pero en el caso
de infestacién intensa, los brotes jévenes también son atacados, lo cual debilita a la planta.
Asimismo, las larvas jovenes se alimentan de las hojas por un tiempo y luego perforan las
vainas y consumen los granos en desarrollo; se desplazan de vaina en vaina, completando su

alimentaciéon en un lapso de 13 a 19 dias (G. Singh et al., 2020).

Con relacién al manejo integrado de este tipo de plagas, el control quimico es el mas
usado, usando insecticidas sintéticos como Indoxacarbo, Metoxifenozida, Benzoato de
Emamectina, Novalurén, entre otros. Aungue se han reportado casos de resistencia a
insecticidas en muchos paises, para evitar la seleccién de poblaciones resistentes, se ha
optado por rotar insecticidas de grupos quimicos y modos de accién diferentes (Laurentis,

2017).

Pero, no existe un mejor tratamiento que el control biolégico, usando parasitoides que
pertenecen principalmente a las familias Braconidae, Ichneumonidae, Platygastridae,

Tachinidae, Eulophidae y Trichogrammatidae (Pereira et al., 2019).
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Mosca del tallo (Melanagromyza)

Son moscas pequefias negras que poseen un caracteristico brillo, el ciclo de plaga inicia
cuando las hembras ovipositan en las lenticelas de la planta, dando origen a las larvas de color
blanco que se sitian en los tallos y ramas. Estas Ultimas se alimentan de la médula, xilema 'y
floema y cuando estan a punto de pupar, forman un orifico en la pared del tallo, dejando
Unicamente la epidermis para facilitar la salida del adulto. Este tipo de plagas provoca el

amarillamiento de las hojas y posterior marchitez (Camargo Benavides, 2019).

En cuanto al control quimico de la plaga, debe realizarse de manera oportuna, previo a
la penetracién de las larvas al tallo, y los productos usados con Triametoxan, Benforacarb,

Thiodicarb, Profenofos y Lufenorum (Jaramillo Chafuel, 2021).

Sin embargo, también se puede realizar un control biol6gico, que es mucho mas
econdmico y sin generacion de riesgos, valiéndose de enemigos naturales, parasitos como
Trichogramma pretiosum, Paratheresia claripalpis, depredadores y agentes causales de

enfermedades (Camargo Benavides, 2019).

Pulgones (Acyrthosiphon pisum)

Los pulgones tienen la capacidad de destruir hasta el 100% de los cultivos en
desarrollo, en el caso en que no se los controle. El mecanismo de accién de estos insectos es
por medio de la succion de la la savia de hojas, tallos, flores y vainas, resultando en el
debilitamiento de la planta asimismo afecta la produccién debido a la disminucion del tamafio y

namero de vainas y semillas (Mitidieri & Francescangeli, 2013).

Si bien el control biolégico incluyendo depredadores y parasitoides atacan a estos
organismos, por lo general su presencia no es representativa si se compara con las

poblaciones de pulgones existentes en la planta, debido a su rapida reproducciéon. En muchos
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casos, los pulgones producen individuos alados que migran de una especie a otra en el caso

de las leguminosas, permaneciendo activos durante el invierno (Gemmeda & Ayalew, 2016).

Principales enfermedades del cultivo de arveja
Las patologias vegetales se manifiestan como respuesta de las células y tejidos de las
plantas frente a la exposicién a microorganismos patogénicos o condiciones ambientales

desfavorables (Koutouleas et al., 2023).

Guerrero C. (1989), sefiala que las enfermedades que afectan los cultivos de guisantes
son originadas por hongos, virus y bacterias, presentando una jerarquia en términos de
importancia. Ademas, depende de las condiciones climaticas y predisposicion genética, la
incidencia de éstas. De esta manera, las afecciones mas frecuentes son la septoriosis,
complejo Ascochyta y antracnosis, sin embargo, la arveja también se ve afectada por
enfermedades fungosas como muldit (Peronopora pisi), oidio (Erysiphe polygoni), botriris

(Botrytis cinerea) y roya (Uromyces pisi).

Septoriosis (Septoria pisi)

Se desarrolla como manchas foliares, afectando inicialmente la parte inferior y
avanzando de manera progresiva hacia la parte superior de la planta. La propagacion se lleva a
cabo mediante los conidios que se dispersan por la lluvia o el agua de riego, sin embargo, la
presencia de una alta humedad favorece el desarrollo de infecciones severas (Condori Cueva,

2006).

Complejo Ascochyta (Ascochyta pisi, Mycosphaerella pinodes, Ascochyta

pinodella)

Es una enfermedad donde los agentes causales son Ascochyta pisi, Mycosphaerella
pinodes y Ascochyta pinodella, los cuales pueden actuar simultaneamente, o en ocasiones, de

manera independiente, aunque los sintomas son similares en los casos. Por lo general, la
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temperatura éptima para el desarrollo de esta enfermedad es 20 °C, sin embargo, la etapa de
infeccion se puede dar entre los 5y 30 °C. La sintomatologia abarca lesiones en las partes
aéreas, lesiones circulares de color castafio claro y alargadas con un centro gris en los nudos

(Grunwald et al., 2004; Tiaiba et al., 2018).

Antracnosis (Colletotrichum pisi)

Es un hongo que causa lesiones necroticas de tonalidad rojiza en hojas, tallos y
especialmente vainas, las plantas son propensas a que la enfermedad se desarrolle mas
cuando hay una alta humedad relativa, lluvias, rocios frecuentes y temperaturas altas. Ademas,
se denotan grandes manchas de color amarillo palido sin bordes definidos en las hojas
inferiores y tallos, las cuales posteriormente son recubiertas por unos corpusculos pequefios
negros, o bien, se manifiestan como manchas necréticas de forma redonda de tonalidad
marrén. Conlleva también a la defoliacion y necrosis de hojas (Aguilar et al., 2021; Mitidieri &

Francescangeli, 2013).

Para el manejo y prevencién de esta enfermedad, se aconseja el empleo de semillas
sanas, procedentes de zonas relativamente secas o en siembras realizadas durante la
primavera. Del mismo modo, se debe eliminar los residuos de arveja luego de la cosecha y
recurrir al uso de fungicidas como benomilo, carbendazima, clorotalonilo, mancozeb (Guerrero

C., 1989).

Cultivo de arveja en Ecuador

La arveja o guisante constituye uno de los productos basicos en la dieta de diversos
grupos sociales en Latinoamérica. En el contexto especifico de Ecuador, es la leguminosa més
consumida luego del fréjol. La arveja presenta un considerable potencial de mercado,
especialmente cuando se halla en estado de grano tierno, siendo un producto de consumo
masivo en Ecuador, asi, el 96% de su consumo proviene de las familias de la Sierra, seguido

por el Oriente con un 94% y, por ultimo, la Costa con 82% (Molina et al., 2020).
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En cuanto a la produccién a nivel nacional, las provincias que cultivan arveja incluyen
Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar, Chimborazo, Azuay y Loja. La
provincia del Carchi lidera en términos de produccion, alcanzando alrededor de 9462 hectareas
por afio, con un rendimiento promedio de 8 toneladas por hectarea, representando el 47,46%

de la produccioén total del pais (Angulo Pérez, 2019).

Composicion fitoquimica y capacidad antioxidante de la arveja

La capacidad antioxidante de Pisum sativum L. demuestra un significativo potencial en
la eliminacion de radicales libres, debido a su alto contenido de fenoles, el cual puede verse
influenciado por la variedad que sea evaluada. La presencia de compuestos fendlicos y
actividad antioxidante es de caracter importante para todos los alimentos, especialmente
aquellos vegetales verdes, debido a que tienden a deteriorarse. Debido a esto, la presencia de
estos compuestos puede ser beneficiosa para preservar los metabolitos primarios de las

semillas de guisantes (Devi et al., 2019).

La actividad antioxidante de este planta viene dado por algunos compuestos como los
flavonoides (catequina, kaempferol y quercetina) (Fahim et al., 2019), carotenoides (luteina
hallada en las vainas y zeaxantina) (Marles et al., 2013), compuestos fendlicos (acido
hidroxibenzoico, floroglucinol, &cido cafeico, acido clorogénico y acido ferulico) (Stanisavljevic¢

et al., 2016).

Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se define como la habilidad de una sustancia o compuesto
para inhibir o retardar la oxidacion de un sustrato en cantidades minimas, < 1%, generalmente
en un rango de 1 — 1000 mg/L, tomando en cuenta que esta capacidad se relaciona
directamente con la capacidad de una molécula para evitar la oxidacion biologica (Benitez-

Estrada et al., 2020).
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De tal manera, la oxidacién da lugar a la formacion de radicales libres, (caracteristica
propia de la estructura electronica del oxigeno que puede reducirse y formar los radicales), que
son moléculas que tienen un electron desapareado, que al interactuar con las membranas
celulares pueden desencadenar degeneracion, envejecimiento y diversas enfermedades (Chaki

et al., 2020).

Especies reactivas de oxigeno
Las especies reactivas de oxigeno comprenden una serie de moléculas que son
altamente reactivas y que se derivan del oxigeno, abarcando tanto radicales libres como no

radicales (Averill Bates, 2024).

Asi, los radicales libres se caracterizan por tener un electron desapareado en su orbital
externo, razon por la que son altamente reactivos e indiscriminados en sus reacciones; entre
los radicales libres derivados del oxigeno se hallan el anién superoxido (0, -), radical
perhidroxilo (HO,"), radical hidroxilo (HO"), radical peroxilo (RO0") y el radical alcoxilo (RO"),
siendo R un lipido o proteina. Mientras que, los no radicales incluyen el peroxido de hidrégeno
(H,0,), oxigeno molecular singlete (0,), acido hipocloroso (HOCI) e hidroperéxidos organicos

(ROOH) (Halliwell, 2011).

Las ROS se generan de manera normal durante el crecimiento, no obstante, el estrés
abidtico extremo, induce la sobreproduccion de estas especies, alterando los componentes
celulares y moleculares, tal como la oxidacién del ADN, proteinas, carbohidratos, lipidos y

enzimas, provocando la muerte celular programada (Kesawat et al., 2023).

Con la finalidad de evitar lesiones, las plantas regulan de manera precisa la produccién
de ROS usando diversos antioxidantes enzimaticos (peroxidasa: POD, superoxido dismutasa:

SOD, glutation reductasa: GR, catalasa: CAT, dehidroascorbato reductasa: DHAR, ascorbato
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peroxidasa: APX y monodehidroascorbato reductasa: MDHAR) y no enzimaticos (ascorbato:

AsA, flavonoides, carotenoides, estilbenos, tocoferoles y otras vitaminas) (Kaur et al., 2019).

Métodos para la determinacién del Caracter Antioxidante

DPPH

El ensayo utiliza el radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) que tiene la
capacidad de aceptar un electron o hidrogeno donado por el agente antioxidante para asi
reducirse a 2,2-difenil-1-picril-hidracina. La metodologia de neutralizacién DPPH se fundamenta
en la transferencia de electrones por parte de los antioxidantes con el propdsito de
contrarrestar el radical DPPH, lo que conlleva un cambio de coloracién del DPPH medido a 517
nm, siendo la pérdida de color, un indicador de la actividad antioxidante (Figura 1) (Olszowy &

Dawidowicz, 2018).

Figura 1

Mecanismo de barrido del DPPH por un antioxidante. Tomado de: (Munteanu & Apetrei, 2021)
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FRAP
Este método es sencillo y rapido, sin embargo, no puede detectar antioxidantes que
actian mediante la extincion de los radicales. Es un ensayo colorimétrico que se basa en la

capacidad de los antioxidantes para reducir el complejo férrico tripiridil triazina (Fe®* - TPTZ)
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gue presenta un color amarillento, a la forma ferrosa a un pH bajo, siendo el producto final (Fe?
- TPTZ) que tiene un color azul intenso (Figura 2), y se puede monitorear con un

espectrofotdbmetro a una absorcion de 593 nm (Silvestrini et al., 2023).

El reactivo se prepara con una solucion de FeCl 3 -6H > O 20 mM, solucion de TPTZ 10
mM en tampon acetato 40 mM y 300 mM en una proporcién 1:1:10, v/ v/ v,y tiene algunas

limitaciones debido a su modo de preparacion y no es estable durante un largo periodo de

tiempo (Fejér et al., 2021).

Figura 2

Estructura quimica de los complejos que intervienen en la reaccién quimica del ensayo FRAP y

cambios de color. Tomado de: (Munteanu & Apetrei, 2021)
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ABTS

Con frecuencia se usa el radical ABTS (acido 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)) para evaluar la actividad antioxidante de los alimentos (Zhen et al., 2016). Consiste

en la conversion de ABTS (incoloro) a ABTS* (azul), mediante la adicion de K»S,0s. En
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presencia de compuestos antioxidantes, tales como compuestos fendlicos, tioles y vitaminas C
y E, el catiéon vuelve a convertirse en ABTS neutro. La evaluacion de la actividad antioxidante
se realiza midiendo la disminucion de la coloracién azul de la solucion, siendo esta medida
mediante espectrofotometria a 734 nm (Figura 3). Por lo que, cuanto mayor sea la reduccion de
la intensidad del color azul, mayor sera la actividad antioxidante (Diniz do Nascimento et al.,

2020).

Figura 3
Variacion de color en el ensayo (a); esquema de la reaccién (b). Tomado de: (Munteanu &

Apetrei, 2021)
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Compuestos fendlicos

Se sintetizan en las plantas como respuesta a las presiones ecoldgicas y fisiologicas,
ataque de patdgenos e insectos, radiacion ultravioleta y heridas. Este tipo de compuestos
posee un anillo aromatico que lleva uno o méas grupos hidroxilo y se pueden clasificar como
fenoles simples o polifenoles dependiendo de las unidades de fenol que se hallen en la

molécula (Khoddami et al., 2013).
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Folin-Ciocalteu

Se usa para cuantificar el contenido fendlico total de varios productos naturales, los
valores de contenido fendlico total (TPC) se expresan como equivalentes de acido galico u otro
compuesto fendlico, como acido cafeico, catequina, acido ferrilico, etc. El reactivo de Folin-
Ciocalteu posee complejos de acido fosfomolibdico/fosfotlingstico, con adiciones de sulfato de
litio y bromo, en un medio fuerte (5-10% de Na>COs acuoso a un pH de 10-12) para generar el
anion fenolato. Este ensayo se basa en la medicién del cromoéforo de color azul a una longitud
de onda de 765 nm (Figura 4). El sitio de reduccion se considera el centro de molibdeno en el

complejo, donde el ion Mo®* se reduce a Mo®* mediante los fenoles (Danet, 2021).

Algunos compuestos no fenélicos como el acido ascérbico, aminas aromaticas, diéxido
de azufre, algunos iones metalicos (Cu*, Fe?*) pueden interferir al reducir el reactivo de Folin-

Ciocalteu (Sanchez-Rangel et al., 2013).

Figura 4
Reacciones entre compuestos fendlicos y derivados en medio alcalino (a); variacion de color

observada en el ensayo (b). Tomado de: (Munteanu & Apetrei, 2021)
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Volcéan Cotopaxi

El volcan Cotopaxi es un estratovolcan activo ubicado en la Cordillera Real de los Andes
ecuatorianos, a 35 km al noreste de Latacunga y 45 km al sureste de Quito, a 5897 msnm, esta
cubierto por una decadente capa glaciar y es considerado uno de los volcanes mas peligrosos
del mundo, teniendo un intervalo de recurrencia promedio para erupciones entre 117 y 147

afios (Gomez-Zapata et al., 2021; Pistolesi et al., 2021).

La ceniza volcanica se forma como resultado de una erupcion que se genera cuando los
gases dentro de la camara de magma de un volcan se expanden con violencia, impulsando el
magma hacia arriba y fuera del volcan. Esta ceniza cubre gran area y afecta tanto a la
poblacion como a sus actividades, la misma estd compuesta por pequefios fragmentos de roca,
minerales y vidrio volcanico (6xido de silicio amorfo). Ademas, contiene una variedad de
elementos altamente toxicos, entre los que se incluye el azufre, aluminio y, en ocasiones,

elementos radiactivos (Sanchez et al., 2018).
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Capitulo lll: Metodologia

Obtencién y manejo del material vegetal
Se recolectaron alrededor de 150 g de frutos frescos de arveja, asi como 50 g de hojas
de aquellas plantas que estuvieron expuestas a la ceniza del volcan Cotopaxi y otras que se

mantuvieron alejadas del sector afectado por la ceniza.

Esta recoleccién fue realizada de forma completamente al azar, en Mulalé siendo una
parroquia rural del canton Latacunga Provincia de Cotopaxi, especificamente en los barrios de

Chinchil de Robayos, Macalé Grande y Macal6 Chico.

Cada ejemplar fue almacenado en fundas ziploc, cada una con su etiqueta, se
resguardd manteniendo la cadena fria y fueron transportadas hasta los laboratorios del CICTE,

ubicado en la Universidad de las Fuerzas Armadas- ESPE en Sangolqui, para su analisis.

Extraccidn de principios activos
Los extractos se prepararon utilizando como base la metodologia descrita por Lima

et al. (2021) con modificaciones.

Para la preparacion del extracto etandlico, el método empleado fue la maceracion,
donde el material vegetal (1,0 g de fruto o de hoja) fue macerado usando un mortero y
afiadiendo 5 mL de etanol absoluto (96%), seguidamente se transfirié a tubos Falcon de 15 mL
y se procedi6 a colocar 5 mL adicionales del solvente. Finalmente, se dej6 reposar por 72 horas

a una temperatura de 5°C.

En el caso de las muestras de hojas, previo a la realizacion de los analisis respectivos,
se realizaron diluciones con relacion 1:2 usando el mismo solvente, debido que los extractos

obtenidos fueron concentrados.
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Determinacién de actividad antioxidante total (TAC)

Método de Ensayo de Actividad de Eliminacion de Radicales DPPH

Para la realizacién de este ensayo se adapto el protocolo de Gulcin & Alwasel (2023)
con ligeras modificaciones. En un principio se preparé la solucién stock de DPPH con una
concentracion de 0,15 mM, usando etanol al 96% como solvente. La mencionada solucion fue
diluida con el mismo solvente hasta alcanzar una absorbancia de 0,7 + 0,05, medida a una

longitud de onda de 517 nm con ayuda de un espectrofotémetro.

A continuacién, se llevo a cabo el ensayo, se adicionaron 0,1 mL de muestra, seguido se
incorporaron 2,9 mL de la solucion reactante a cada tubo Falcon, realizando tres repeticiones.
Los tubos fueron incubados en la oscuridad durante 30 minutos y la absorbancia se registr6 a
517 nm, ademas, se prepararon dos blancos de referencia, utilizando etanol en lugar de la
muestra, sirviendo como referencia en el analisis antioxidante. Es relevante sefialar que se
realizaron tres lecturas por cada tubo con el propésito de asegurar la precision de los

resultados.

La evaluacion de la capacidad antioxidante se llevo a cabo mediante el célculo del
porcentaje de inhibicién del radical DPPH usando la ecuacién 1. Mientras que, para cuantificar
los resultados, se generd una curva de calibracién utilizando Trolox como estandar, y los

resultados fueron expresados en unidades de pmol Trolox/g fw (peso fresco).

% de inhibicién = Lblanco—Amuestra) , 1) 1)

Ablanco

Método de Ensayo de Poder Antioxidante Reductor Férrico FRAP

Se utilizo la metodologia propuesta por Shah & Modi (2015) , aplicando pequefias
alteraciones. La solucion de trabajo FRAP fue preparada mediante la combinacion de 100 mL
de buffer acetato (300mM) a pH de 3,6, 10 mL de TPTZ (10 mM), 10 mL de FeCls; en agua (20

mM) y 12 mL de H.O destilada, obteniendo asi una solucién homogeneizada en una proporcion
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1:10:1:1,2, misma que se dejo reposar a temperatura ambiente con precaucion de no ser

expuesta a la luz.

La ejecucion de la reaccién se llevo a cabo en tubos Falcon, a los que se les agreg6 0,1
mL de muestra, seguido de 0,3 mL de H.O destilada y 3 mL de solucion de trabajo FRAP. Se
prepararon tres réplicas y se llevo a incubacién en oscuridad durante 4 minutos, para luego
medir la absorbancia a una longitud de onda de 593 nm. Al igual que en la prueba anterior, se
prepararon dos blancos, usando etanol en lugar de la muestra; y se registraron tres lecturas por

cada tubo (blancos y muestras).

Para el analisis de los resultados, se elaboré una curva de calibracion utilizando una
solucion acuosa de sulfato ferroso como patrén. La capacidad reductora de las muestras se

expresé en umol Fe*?/ g fw (peso fresco).

Método de Ensayo de Actividad de Eliminacion de Radicales ABTS

Se sigui6 el procedimiento desarrollado por Xiao et al. (2020). con ligeros cambios. La
solucion madre de radicales cationicos ABTS*+ se generé mediante la combinacion de
persulfato de potasio (2,45 mM) en agua con una solucion de ABTS (7 mM) en agua, mediante
una proporcion 1:1, se dejé reposar por un periodo de 12 a 48 horas, para posteriormente ser
diluido con etanol absoluto hasta obtener una absorbancia de 0,7 = 0,05, la cual fue medida

con un espectrofotometro a una longitud de onda correspondiente a 734 nm.

En relacion a la determinacion de la capacidad antioxidante, se dispusieron 20 uL de
cada muestra en los tubos Falcon de 15 mL, los cuales reaccionaron con 2 mL de la solucién
ABTS obtenida, es relevante sefialar que, siguiendo la metodologia mencionada anteriormente,
se llevaron a cabo réplicas y se incluyeron blancos. Posteriormente, se llevé a oscuridad para
dejar actuar por 7 minutos y transcurrido ese tiempo se midieron las absorbancias a una

longitud de onda de 734 nm.
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La cuantificacion de los resultados se realizd6 mediante la elaboracién de una curva de
calibracion utilizando Trolox como estandar, y los resultados fueron expresados en unidades de

pmol Trolox/g fw (peso fresco).

Determinacion de contenido fendlico total (TPC)

Método colorimétrico Folin-Ciocalteu

Se aplicé la metodologia segun la descripcién de Chaves et al. (2020). En los tubos
Falcon se afiadieron 0,4 mL de muestra, 0,4 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (1N) y 2 mL de
agua destilada, se dejaron reposar en oscuridad por 5 minutos. Luego, se agregaron 0,4 mL de
carbonato de sodio al 20% y 0,8 mL de agua destilada. Posteriormente, los tubos se incubaron

en oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente.

Las absorbancias se registraron en el espectrofotometro a una longitud de onda de 765
nm, obteniendo tres lecturas por cada tubo con el fin de minimizar posibles variaciones y
errores en los resultados. De manera consistente con el resto de la metodologia aplicada en
este estudio, se realizaron réplicas y blancos, estos ultimos usados como puntos de

comparacion para cada lectura.

El acido galico fue usado como estandar en la generacion de la curva de calibracién, por

lo que los resultados se expresaron en términos de mg GAE/g fw (peso fresco).

Analisis Estadistico

Factores de estudio

Los factores de estudio en la evaluacion de la composicion fitoquimica fueron los dos
distintos 6rganos vegetales (muestras): hoja y fruto. Ademas, las dos condiciones en las que se

encontraron las muestras: sin ceniza y con ceniza.
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Unidad experimental
La unidad experimental en este estudio fueron las hojas y frutos frescos, de las dos
condiciones de arveja (Pisum sativum L.) a las que han sido expuestas (presencia y ausencia

de ceniza).

Tratamientos

Tanto para la evaluacion del caracter antioxidante como para la cuantificacion del
contenido de fenoles totales, se realizd un disefio factorial 2x2 debido a los érganos utilizados,
siendo hoja y fruto (a=2) y el estado de exposicion de las plantas, presencia y ausencia de
ceniza (b=2), cada uno con tres réplicas (n=3) como se indica en la tabla, teniendo un total de
12 respuestas experimentales para cada una de las variables dependientes, es decir, cada

ensayo realizado: DPPH, FRAP, ABTS, Folin-Ciocalteu.

Tabla 3
Disefio experimental factorial para la evaluacion del caracter antioxidante de la arveja (Pisum

sativum L.), mediante el ensayo de DPPH.

Organo de arveja (Pisum sativum L.)

Ceniza
Hoja Fruto
Presencia 3 3
Ausencia 3 3

Nota. Este disefio factorial se utiliz6 para cada ensayo, ya sea para la determinacion de

caracter antioxidante o de contenido fendlico.

Anélisis de varianza
En la Tabla 4, se evidencia el esquema usado en el andlisis de varianza del disefio

factorial del presente estudio, en cuanto a la determinacién del caracter antioxidante.
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Tabla 4
Estructura del andlisis de varianza (ANOVA) aplicado al disefio factorial 2x2 propuesto para
evaluar cada de una de las pruebas empleadas en la medicion de la capacidad antioxidante y

contenido fendlico.

Fuente de variabilidad Grados de libertad
Factor a (a=1)
Factor b b—-1)
Efecto ab (a=1D+xb-1)
Error (e) a*bx(n—1)
Total ax*bxn—1

Los ensayos experimentales se llevaron a cabo usando un disefio completamente al
azar con arreglo factorial. Para verificar los supuestos de normalidad y homocedasticidad que
debe cumplir un disefio experimental, se realizé el Test de Shapiro Wilk y Test de Levene

respectivamente.

Supuestos del andlisis de varianza

La verificacion de estos supuestos sirve para realizar el analisis de comparacion de
medias paramétricas, en el caso de aceptar las hipétesis nulas de cada supuesto. Caso
contrario, se realiza una comparacion de medias no paramétricas, transformando los datos

requeridos.

Normalidad
El supuesto de normalidad implica que las distribuciones de las poblaciones asociadas a
cada grupo son aproximadamente normales, es decir que, la variable dependiente sigue una

distribucion normal en todas las poblaciones muestreada. Se establecen dos hipotesis:
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Hy:piy = pp = e = Up
Hy:pig # g # e # Up

La aceptacion o rechazo de las hip6tesis va a depender del pvawe Obtenido en la prueba
de Shapiro Wilks mediante el software InfoStat. Por lo que, si pvaie 2 @, Se acepta la hipotesis

nula Ho.

Homocedasticidad
El supuesto de homocedasticidad establece que las varianzas de las poblaciones
asociadas a cada grupo son aproximadamente iguales, es decir que, la dispersion de los datos

es constante en todos los niveles de la variable independiente. Se establecen dos hipoétesis:

Hy:0? = 0% = 6} = 0}

H1:O'l'2 * O'jz

La aceptacion o rechazo de las hip6tesis va a depender del pvawe Obtenido en la prueba

de Levene mediante el software InfoStat. Por lo que, Si pvawe 2 @, acepto la hipdtesis nula Ho.

Comparacion de medias

Debido que el presente estudio fue realizado en laboratorio, la comparacion de medias
se efectu6 mediante la prueba de Duncan considerando un nivel de confianza del 95%, por lo
gue a = 0,05. Todos los resultados obtenidos en estas pruebas se obtuvieron mediante el

software InfoStat.
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Capitulo IV: Resultados
Adquisicion de las muestras
Las muestras de fruto y hoja fueron recolectadas en la provincia de Cotopaxi, de
manera aleatoria en algunos sectores de Mulald, los ejemplares tuvieron ciertas caracteristicas
especificas, en cuanto a la condicion de la planta de arveja (Pisum sativum L.) y el color de los

frutos, como se puede evidenciar en las Figuras 5,6y 7.

Las plantas de arveja que no estuvieron expuestas a la ceniza presentaron un tono
verde amarillento y una notable abundancia foliar. Mientras que, aquellas plantas que
estuvieron expuestas a la ceniza presentaron un vigoroso color verde intenso y se observé una

presencia sustancial de yemas laterales, hojas jévenes y florescencia.

Figura 5

Plantas de arveja (Pisum sativum L.) en terreno de Cotopaxi.

Nota. a) Plantas de arveja sin presencia de ceniza. b) Plantas de arveja afectadas por la

ceniza.



Figura 6

Hojas recolectadas de plantas de arveja (Pisum sativum L.).

Nota. a) Hojas de plantas de arveja sin presencia de ceniza. b) Hojas de plantas de arveja

afectadas por la ceniza.

En cuanto a los frutos de las plantas de arveja sin exposicion a la ceniza, tuvieron
colores variados entre verde oscuro y claro, en contraste, los frutos de las plantas de arveja
expuestas a la ceniza, presentaron colores verde y crema, y una consistencia bastante

hidratada.

Figura 7

Frutos recolectados de plantas de arveja (Pisum sativum L.).

Nota. a) Frutos de plantas de arveja sin presencia de ceniza. b) Frutos de plantas de arveja

afectadas por la ceniza.
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Para un mejor manejo de los datos se procede a manejar una nomenclatura especifica

para cada ejemplar analizado, lo cual se puede visualizar en la Tabla 5.

Tabla 5
Nomenclatura de las muestras analizadas correspondientes a los distintos ejemplares

analizados, provenientes de la provincia de Cotopaxi-Ecuador.

Organo Condicién Nomenclatura
Fruto Fresco Ausencia ceniza FAC
Fruto Fresco Presencia ceniza FPC
Hoja Fresca Ausencia ceniza HAC
Hoja Fresca Presencia ceniza HPC

Evaluacién de la capacidad antioxidante

Se emplearon tres métodos de evaluacion de capacidad antioxidante: DPPH, FRAP y
ABTS. En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos, con tres repeticiones para cada
método, mientras que, en la Tabla 7 se exhibe el promedio conseguido al relacionar cada tipo
de 6rgano (hojas/fruto) en su condicion (presencia/ausencia de ceniza) con el respectivo

método de determinacion.
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Respuestas experimentales para la determinacién de Capacidad Antioxidante.

Métodos para la determinacién de Capacidad Antioxidante

) Ausencia/
Organo DPPH FRAP ABTS
Presencia ceniza
(umol TRX/g Fw) (umol Fe?'/g Fw) (umol TRX/g Fw)
Ausencia ceniza 061 029 o070 069 0,74 0,77 065 0,73 1,10
Fruto
Presencia ceniza 16,93 17,01 16,98 493 4,78 490 6,85 7,20 7,24
Ausencia ceniza 43,95 54,29 56,27 20,71 23,35 23,64 25,84 2537 24,87
Hoja
Presencia ceniza 67,77 76,35 67,06 30,25 32,13 32,63 29,70 33,83 30,20
Tabla 7

Respuestas experimentales promedio para la determinacién de Capacidad Antioxidante.

Métodos para la determinacién de Capacidad Antioxidante

) Ausencia/
Organo DPPH FRAP ABTS
Presencia ceniza
(umol TRX/g Fw) (umol Fe?*/g Fw) (umol TRX/g Fw)
Ausencia ceniza 0,53 0,73 0,83
Fruto
Presencia ceniza 16,98 4,87 7,10
Ausencia ceniza 51,50 22,57 25,36
Hoja
Presencia ceniza 70,39 31,67 31,24
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Las Figuras 8 y 9 muestran que los frutos provenientes de las plantas de arveja (Pisum
sativum L.) expuestas a la ceniza volcanica presentan valores mas elevados con relacion a los
frutos sin ceniza, en cada uno de los métodos de determinacion de actividad antioxidante,

destacandose el método DPPH con un valor de 16,98 pmol TRX/g Fw.

Figura 8
Métodos para la evaluacion de la capacidad antioxidante vs Actividad antioxidante de los frutos

de arveja (Pisum sativum L.).
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Figura 9
Ausencia/Presencia de ceniza en los frutos de arveja (Pisum sativum L.) vs Actividad

antioxidante de los frutos de arveja (Pisum sativum L.).
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Las Figuras 10 y 11 indican que las hojas provenientes de las plantas de arveja (Pisum
sativum L.) expuestas a la ceniza volcanica exhiben valores superiores en comparacion con las
hojas no expuestas a la ceniza, en todos los métodos de evaluacién de actividad antioxidante,

destacandose el método DPPH con un valor de 70,39 pmol TRX/g Fw.

Figura 10
Métodos para la evaluacion de la capacidad antioxidante vs Actividad antioxidante de las hojas

de arveja (Pisum sativum L.).
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Figura 11
Ausencia/Presencia de ceniza en las hojas de arveja (Pisum sativum L.) vs Actividad

antioxidante de los frutos de arveja (Pisum sativum L.).
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Método DPPH

La curva de calibracion se disefio utilizando Trolox como solucion estandar en un rango
de concentracion de 0 a 2,5 mM. La relacion lineal de los datos se determind mediante la
ecuacion de la recta: y = 18,073x + 1,2252 con un coeficiente de determinacién R? = 0,9868.

Las lecturas obtenidas se convirtieron en porcentajes de inhibicién, aplicando la ecuacién 1.

La Figura 12 ilustra que tanto los frutos como las hojas de plantas de arveja (Pisum
sativum L.) expuestas a la ceniza volcanica del Cotopaxi exhibieron porcentajes mas altos de
inhibicion de los radicales DPPH, con valores promedio de 31,90% y 64,84%, respectivamente.
En contraste, los frutos y hojas de las plantas no expuestas a la ceniza mostraron una menor

capacidad para capturar los radicales DPPH, con valores de 2,19% y 47,77%, respectivamente.

Figura 12
Tipo de muestra vs Porcentaje de inhibicién del radical DPPH, en los frutos y hojas en ausencia

y presencia de ceniza, originarias de la provincia de Cotopaxi en Ecuador.
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Los porcentajes de inhibicion del radical DPPH se calcularon utilizando la curva de
calibracion y se expresaron en unidades de umol TRX/g Fw. Los resultados se presentan en la

Tabla 8, indicando tanto los frutos como las hojas de las plantas de arveja expuestas a la
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ceniza volcénica presentan una notable capacidad antioxidante, con valores de 16,9760 pumol

TRX/g Fw y 70,3927 umol TRX/g Fw, respectivamente.

Tabla 8
Medias descriptivas de la capacidad antioxidante de los diferentes tipos de muestras evaluadas

mediante DDPH.

DPPH (umol TRX/g Fw)

Tipo de
muestra R1 R? R3 Media Desviacion
estandar
FAC 0,6145 0,2914 0,6953 0,5337 0,2137
FPC 16,9311 17,0119 16,9850 16,9760 0,0411
HAC 43,9489 54,2917 56,2722 51,5042 6,6177
HPC 67,7703 76,3526 67,0551 70,3927 5,1738

Nota. Los valores expuestos se hallan en términos de concentracién umol TRX/g Fw.

Método FRAP

Se elabord la curva de calibracién empleando Sulfato Ferroso en H,O como solucién
estandar, abarcando un intervalo de concentracién de 0 a 2,5 mM. La relacion lineal de los
datos se establecié mediante la ecuacion de la recta: y = 0,5981x — 0,0082 con un coeficiente

de determinacién R? = 0,9868.

En la Tabla 9 se muestra que tanto los frutos como las hojas de plantas de arveja
(Pisum sativum L.) expuestas a la ceniza volcénica del Cotopaxi exhibieron mayor potencial
reductor del ion férrico, con valores promedio de 4,87 y 31,67 umol Fe?*/g Fw respectivamente.

En contraste, los frutos y hojas de las plantas no expuestas a la ceniza mostraron una menor
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capacidad reductora, con valores de 0,73 y 22,57 umol Fe?*/g Fw, respectivamente. Este

resultado también se puede corroborar en la Figura 13.

Tabla 9

Medias descriptivas de la capacidad antioxidante de los diferentes tipos de muestras evaluadas

mediante FRAP.

FRAP (umol Fe?*'g Fw)

Tipo de
muestra R1 R? R3 Media Desviacion
estandar
FAC 0,6860 0,7418 0,7697 0,7325 0,0426
FPC 4,9328 4,7768 4,8994 4,8696 0,0821
HAC 20,7111 23,3528 23,6426 22,5689 1,6154
HPC 30,2525 32,1250 32,6267 31,6681 1,2513

Nota. Los valores expuestos se hallan en términos de concentraciéon umol Fe?"g Fw.



Figura 13

Potencial reductor del ién Férrico (Fe**) en frutos y hojas en ausencia y presencia de ceniza,

originarias de la provincia de Cotopaxi en Ecuador.
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Método ABTS
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La curva de calibracion se cre6 utilizando Trolox como solucién estandar en un intervalo

de concentracién de 0 a 2,5 mM. La relacién lineal de los datos se establecié mediante la

ecuacion de la recta: y = 34,102x + 9,2946 con un coeficiente de determinacion R? = 0,9612.

Las lecturas obtenidas se transformaron en porcentajes de inhibicibn mediante la aplicacion de

la ecuacion 1.

La Figura 14 ilustra que tanto los frutos como las hojas de plantas de arveja (Pisum
sativum L.) expuestas a la ceniza del volcan Cotopaxi presentaron porcentajes mas elevados
de inhibicion de los radicales ABTS, con valores promedio de 33,50% y 62,57%,
respectivamente. Por el contrario, los frutos y hojas de las plantas no expuestas a la ceniza

exhibieron una menor capacidad para capturar los radicales ABTS, con valores de 12,12% y

52,54%, respectivamente.
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Tipo de muestra vs Porcentaje de inhibicion del radical ABTS, en los frutos y hojas en ausencia

y presencia de ceniza, originarias de la provincia de Cotopaxi en Ecuador.
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Se determinaron los porcentajes de inhibicion del radical ABTS mediante la utilizacion

de la curva de calibracion y se expresaron en unidades de umol TRX/g Fw. Los resultados se

detallan en la Tabla 10, sefialando que tanto los frutos como las hojas de las plantas de arveja

expuestas a la ceniza volcanica presentan una notable capacidad antioxidante, con valores de

7,0978 umol TRX/g Fw y 31,2433 pmol TRX/g Fw, respectivamente.
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Medias descriptivas de la capacidad antioxidante de los diferentes tipos de muestras evaluadas

mediante ABTS.
ABTS (umol TRX/g Fw)
Tipo de
muestra R1 R? R3 Media Desviacién
estandar

FAC 0,6465 0,7342 1,0999 0,8269 0,2405
FPC 6,8491 7,2002 7,2441 7,0978 0,2165
HAC 25,8403 25,3722 24,8748 25,3625 0,4828
HPC 29,7024 33,8278 30,1998 31,2433 2,2520

Nota. Los valores expuestos se hallan en términos de concentracién umol TRX/g Fw.

Andlisis de varianza para capacidad antioxidante

Método DPPH

Antes de la realizacion de comparacion de medias paramétricas, se verificaron los

supuestos de normalidad y homocedasticidad. Para el primer caso se acepta la hip6tesis nula,

debido que en el Test de Shapiro Wilks se obtuvo un pvaer = 0,6003 (Apéndice 1), siendo pvaior =

0,05, ademas, esto se puede corroborar en la Figura 15, con el grafico Q-Q plot obtenido.
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Figura 15

Prueba grafica de normalidad (Q-Q plot) para DPPH.
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Nota. El supuesto de normalidad se verific6 de manera grafica con los residuos de las

concentraciones obtenidas mediante el ensayo de DPPH.

Ademas, para validar el supuesto de homocedasticidad, se aplicé el Test de Levene y se
acepto la hipotesis nula, ya que se obtuvo un pvaor = 0,0059 (véase el Apéndice 2). Dado que
se trata de un modelo robusto y considerando el limitado volumen de datos, compuesto
Unicamente por tres réplicas, se permite aceptar la homocedasticidad incluso con un pyajor =
0,001. La confirmacién del supuesto de homocedasticidad también se respalda visualmente

mediante el diagrama de dispersioén obtenido, como se puede observar en la Figura 16.
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Figura 16

Prueba grafica de homocedasticidad (diagrama de dispersién) para DPPH.
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Nota. El supuesto de homocedasticidad se verificd de manera gréfica con los residuos y

predichos de las concentraciones obtenidas mediante el ensayo de DPPH.

La capacidad antioxidante expresada en valores de concentracién en cuanto al ensayo
DPPH, mostré diferencias significativamente entre cada factor analizado (Fss = 172,23; p <

0,0001) como se puede evidenciar en la Tabla 11.

Tabla 11
Medias y Error Estandar de las concentraciones obtenidas mediante el ensayo de capacidad

antioxidante de DPPH.

Ceniza Organo Medias n E.E

Presencia Hoja 70,39 3 2,42 A

Ausencia Hoja 51,50 3 2,42 B
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Ceniza  Organo Medias n E.E
Presencia Fruto 16,97 3 2,42 C
Ausencia Fruto 0,53 3 2,42 D

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

En cuanto a la comparacion de concentracion de acuerdo al factor presencia/ausencia
de ceniza, se puede deducir que tanto las hojas como frutos provenientes de plantas que
estuvieron expuestas a la ceniza, presentan mayor capacidad antioxidante que aquellos

O6rganos que no estuvieron bajo la exposicioén de ceniza volcanica.

Por otro lado, las hojas de las plantas de arveja (Pisum sativum L.) presentaron la

mayor capacidad antioxidante de las cuatro interacciones obtenidas.

Adicionalmente, se llevd a cabo un analisis de varianza no paramétrico para examinar el
comportamiento en relacion a los factores y la formacién de grupos. Se observa que la
interaccion de Presencia:Hoja muestra un rango significativamente mas elevado que las demas
interacciones de a pares. No obstante, Presencia:Fruto y Ausencia:Hoja se hallan en el mismo
grupo, indicando que también exhiben una notable actividad antioxidante. Estos resultados

estan respaldados por la informacion detallada en la Tabla 12.
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Tabla 12

Analisis no paramétrico de a pares de Kruskal-Wallis de acuerdo a las respuestas obtenidas en

el ensayo DPPH.

Trat. Ranks
Ausencia:Fruto 2,00 A
Presencia:Fruto 5,00 A B
Ausencia:Hoja 8,00 B C
Presencia:Hoja 11,00 C

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

Método FRAP

Previo a la aplicacion de pruebas paramétricas de comparacion de medias, se
evaluaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad. En cuanto al primero, se acepto la
hipétesis nula, ya que el Test de Shapiro Wilks arrojé un pvaor = 0,0744 (Apéndice 7), siendo
pvaior 2 0,05. Este resultado se respalda visualmente mediante el grafico Q-Q plot obtenido,

como se evidencia en la Figura 17.
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Figura 17

Prueba grafica de normalidad (Q-Q plot) para FRAP.
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Nota. El supuesto de normalidad se verific6 de manera gréafica con los residuos de las

concentraciones obtenidas mediante el ensayo de FRAP.

Adicionalmente, para comprobar la homocedasticidad, se aplico el Test de Levene y se
acepto la hipétesis nula, dado que el pvaor = 0,0073 (véase el Apéndice 8). Debido a la robustez
del modelo y teniendo en cuenta la escasa cantidad de datos, se permite la aceptacion de la
homocedasticidad incluso el pvaior 2 0,001. La confirmacion este supuesto también se respalda
visualmente mediante el diagrama de dispersion obtenido, como se puede observar en la

Figura 18.
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Figura 18

Prueba grafica de homocedasticidad (diagrama de dispersién) para FRAP.

1,227

0,411

-0,35

ROUD FRAP

-1,201

~2,00- T T T T
-0,81 759 18,20 2471 33,22
FPRED FRAP

Nota. El supuesto de homocedasticidad se verifico de manera gréfica con los residuos y

predichos de las concentraciones obtenidas mediante el ensayo de FRAP.

La capacidad antioxidante expresada en valores de concentracién en cuanto al ensayo
FRAP, mostr6 diferencias significativamente entre cada factor analizado (Fss = 612,33; p <

0,0001) como se puede evidenciar en la Tabla 13.

Tabla 13
Medias y Error Estandar de las concentraciones obtenidas mediante el ensayo de capacidad

antioxidante de FRAP.

Ceniza Organo Medias n E.E

Presencia Hoja 31,67 3 0,59 A

Ausencia Hoja 22,57 3 0,59 B
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Ceniza  Organo Medias n E.E
Presencia Fruto 4,87 3 0,59 C
Ausencia Fruto 0,73 3 0,59 D

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

Al igual que el ensayo anterior, tanto las hojas como frutos provenientes de plantas que
estuvieron expuestas a la ceniza, presentan mayor capacidad antioxidante que aquellos
Organos que no estuvieron expuestos a la ceniza volcanica. Por otro lado, las hojas de las
plantas de arveja (Pisum sativum L.) presentaron la mayor capacidad antioxidante dentro de las
cuatro interacciones obtenidas. El andlisis de varianza no paramétrico realizado produjo
resultados consistentes con los obtenidos en la evaluacién mediante el método DPPH, como se

refleja en la Tabla 14.

Tabla 14
Analisis no paramétrico de a pares de Kruskal-Wallis de acuerdo a las respuestas obtenidas en

el ensayo FRAP.

Trat. Ranks
Ausencia:Fruto 2,00 A
Presencia:Fruto 5,00 A B
Ausencia:Hoja 8,00 B C
Presencia:Hoja 11,00 C

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

Antes de llevar a cabo la comparacion de medias paramétricas, se evaluaron los
supuestos de normalidad y homocedasticidad. En el caso de normalidad, se acepté la hipétesis
nula, ya que en el Test de Shapiro Wilks se obtuvo un pyaier = 0,1781 (Apéndice 13), siendo pvalor

= 0,05, ademas, esto se puede respaldar con el grafico de la Figura 19.

Figura 19

Prueba grafica de normalidad (Q-Q plot) para ABTS.
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Nota. El supuesto de normalidad se verific6 de manera gréafica con los residuos de las

concentraciones obtenidas mediante el ensayo de ABTS.

Asimismo, para comprobar la homocedasticidad, se realiz6 el Test de Levene y se
acepto la hipotesis nula, dado que se obtuvo un pvaior = 0,0050 (véase el Apéndice 14). Igual a
lo mencionado en los dos métodos anteriores, dado que se trata de un modelo robusto y
considerando el limitado volumen de datos, compuesto Gnicamente por tres réplicas, se permite
aceptar la homocedasticidad incluso con un pvaer 2 0,001. La validacion de este supuesto tiene

un respaldo visual en el diagrama de dispersion de la Figura 20.
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Figura 20

Prueba grafica de homocedasticidad (diagrama de dispersién) para ABTS.
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Nota. El supuesto de homocedasticidad se verific6 de manera gréfica con los residuos y

predichos de las concentraciones obtenidas mediante el ensayo de ABTS.

La capacidad antioxidante expresada en valores de concentracién en cuanto al ensayo
ABTS, mostré diferencias significativamente entre cada factor analizado (Fss = 464,54; p <

0,0001) como se puede evidenciar en la Tabla 15.

Tabla 15
Medias y Error Estandar de las concentraciones obtenidas mediante el ensayo de capacidad

antioxidante de ABTS.

Ceniza Organo Medias n E.E

Presencia Hoja 31,24 3 0,67 A

Ausencia Hoja 25,36 3 0,67 B
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Ceniza  Organo Medias n E.E
Presencia Fruto 7,10 3 0,67 C
Ausencia Fruto 0,83 3 0,67 D

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

Cumpliendo con el mismo patron que el resto de ensayos de capacidad antioxidante, las
hojas y frutos provenientes de plantas que estuvieron expuestas a la ceniza, presentan mayor
capacidad antioxidante que aquellos 6rganos que no estuvieron expuestos a la ceniza
volcénica. Y las hojas de las plantas de arveja (Pisum sativum L.) presentaron la mayor

capacidad antioxidante dentro de las cuatro interacciones obtenidas.

El analisis de varianza no paramétrico llevado a cabo generd resultados coherentes con
los obtenidos en los otros dos ensayos de capacidad antioxidante, tal como se muestran en la

Tabla 16.

Tabla 16

Andlisis no paramétrico de a pares de Kruskal-Wallis de acuerdo a las respuestas obtenidas en

el ensayo ABTS.

Trat. Ranks
Ausencia:Fruto 2,00 A
Presencia:Fruto 5,00 A B

Ausencia:Hoja 8,00 B C



Trat. Ranks

Presencia:Hoja 11,00

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

Evaluacién del contenido fitoquimico
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Se utilizé exclusivamente el método Folin-Ciocalteu para analizar el contenido fendlico.

Los resultados de este andlisis, realizado con tres repeticiones, se muestran en la Tabla 17, asi

como el promedio al relacionar cada tipo de érgano (hojas/fruto) segun su condicion de

presencia o ausencia de ceniza.

Tabla 17

Respuestas experimentales para la determinacién de Contenido Fendlico.

) Ausencia/
Organo Folin-Ciocalteu (mg GAE/g dw)  Promedio
Presencia ceniza
Ausencia ceniza 0,39 0,36 0,35 0,36
Fruto
Presencia ceniza 1,59 1,40 1,59 1,53
Ausencia ceniza 4,54 4,53 4,37 4,48
Hoja
Presencia ceniza 4,06 4,76 4,16 4,33

Las Figuras 21 y 22 muestran que los frutos y hojas provenientes de las plantas de

arveja (Pisum sativum L.) expuestas a la ceniza volcanica presentan valores elevados de

contenido fendlico con relacién a los érganos que no han sido expuestos a la ceniza.
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Figura 21
Organos de la planta de arveja (Pisum sativum L.) vs contenido fendlico promedio, y su

interaccidn en cuanto a la presencia o ausencia de ceniza.
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Figura 22
Ausencia/Presencia de ceniza en los dos 6rganos de las plantas de arveja (Pisum sativum L.)

vs Contenido fendlico promedio.
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Método Folin-Ciocalteu
La curva de calibracion fue establecida mediante el uso de Acido Galico como solucién

estandar en un intervalo de concentracion que abarc6 desde 0 a 500 mg/L. La relacién lineal de
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los datos fue establecida a través la ecuacion de la recta: y = 0,0061x + 0,1393 con un

coeficiente de determinacién R? = 0,9941.

La Figura 23 representa que tanto los frutos como las hojas de plantas de arveja (Pisum
sativum L.), tras la exposicion a la ceniza volcénica del Cotopaxi, demostraron concentraciones
superiores de contenido fendlico en el ensayo de Folin-Ciocalteu. Los valores promedio fueron
de 1,53 mg GAE/g dw y 4,48 mg GAE/g dw respectivamente. En contraste, los frutos y hojas de
las plantas no expuestas a la ceniza revelaron una menor concentraciéon de compuestos

fendlicos, con valores de 0,37 mg GAE/g dw y 4,33 mg GAE/g dw respectivamente.

Figura 23
Tipo de muestra vs Concentracién de compuestos fendlicos en los frutos y hojas en ausencia y

presencia de ceniza, originarias de la provincia de Cotopaxi en Ecuador.
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Analisis de varianza para contenido fitoquimico

Método Folin-Ciocalteu

Antes de llevar a cabo la comparacion de medias paramétricas, se realizaron

verificaciones de los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Para el primer caso se
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acepta la hipétesis nula, debido que en el Test de Shapiro Wilks se obtuvo un pyaer = 0,3035
(Apéndice 19), siendo puvaor = 0,05, ademas, esto se puede corroborar en la Figura 24, con el

grafico Q-Q plot obtenido.

Figura 24

Prueba grafica de normalidad (Q-Q plot) para Folin-Ciocalteu.
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Nota. El supuesto de normalidad se verific6 de manera grafica con los residuos de las

concentraciones obtenidas mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu.

Para verificar la homocedasticidad se aplico Test de Levene y se acept6 la hipétesis
nula, dado un pvaior = 0,0077 (véase el Apéndice 20). Puesto que se trata de un modelo robusto
y considerando la limitacién en el tamafio de muestra, compuesta Unicamente por tres réplicas,
se permite la aceptacion de la homocedasticidad incluso si el pvaor = 0,001. La validacion del
supuesto de homocedasticidad se respalda de manera visual mediante el diagrama de

dispersion de la Figura 25.
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Figura 25

Prueba grafica de homocedasticidad (diagrama de dispersién) para Folin-Ciocalteu.
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Nota. El supuesto de homocedasticidad se verific6 de manera gréfica con los residuos y

predichos de las concentraciones obtenidas mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu.

El contenido fitoquimico expresado en valores de concentracion fendélico en cuanto al
ensayo Folin-Ciocalteu, mostro diferencias significativamente entre cada factor analizado (Fss =

306,44; p < 0,0001) como se puede evidenciar en la Tabla 18.

Tabla 18
Medias y Error Estandar de las concentraciones obtenidas mediante el ensayo de contenido

fendlico Folin-Ciocalteu.

Ceniza Organo Medias n E.E

Presencia Hoja 4,48 3 0,12 A

Ausencia Hoja 4,33 3 0,12 A
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Ceniza  Organo Medias n E.E
Presencia Fruto 1,53 3 0,12 B
Ausencia Fruto 0,37 3 0,12 C

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

En relacion con la comparacion de concentraciones segun el factor de presencia o
ausencia de ceniza, se puede deducir que las hojas presentan gran cantidad de fenoles,
independientemente de la ausencia o presencia de ceniza. No obstante, se observa un mayor
contenido fendlico en los frutos con ceniza en comparacion con los frutos sin exposicion a

ceniza volcanica.

Adicionalmente, se llevd a cabo un analisis de varianza no paramétrico, obteniendo
resultados tales que la interaccion Ausencia:Fruto y Presencia:Fruto demuestran ser los
mejores, es decir, presentan mayor contenido fendélico en comparaciéon con los otros grupos
gue se generaron en esta comparacion de a pares. Estos resultados estan respaldados por la

informacion detallada en la Tabla 19.

Tabla 19
Analisis no paramétrico de a pares de Kruskal-Wallis de acuerdo a las respuestas obtenidas en

el ensayo Folin-Ciocalteu.

Trat. Ranks

Ausencia:Fruto 2,00 A

Presencia:Fruto 5,00 A B



Trat. Ranks
Ausencia:Hoja 9,00 B
Presencia:Hoja 11,00 B

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Capitulo V: Discusién

La arveja (Pisum sativum L.) o también conocida como guisante verde o guisante de
jardin, es un componente comun en la dieta de los habitantes de diversas regiones del mundo
(Rungruangmaitree & Jiraungkoorskul, 2017). Esto debido a su rico contenido de fibra,
proteinas, almidén y oligoelementos, asi como a la presencia de sustancias fitoquimicas.
Segun Chagas & Sodek (2001), estas sustancias incluyen asparaginasa, flavonoides como
apigenina, daidzeina, genisteina y kaempferol, y compuestos fendlicos que incluyen acidos
cafeicos, catequina, cumarico, gentisico, ferdlico, protocatéquico y vainilico. Ademas, la arveja
contiene sustancias activas alelopaticas. Estos compuestos le confieren propiedades
antibacterianas, antioxidantes, anticancerigenas, antidiabéticas, antifangicas e incluso pueden

tener aplicaciones como insecticidas (Habib, 2016; Nair et al., 2013).

De acuerdo a Moreno Sotelo (2019), quien examino la rentabilidad de la produccién de
arveja en una de las provincias de Ecuador, sefiala que la produccién de arveja tierna en el afio
2016 habia incrementado en un 21% respecto del afio 2015, indicando un rendimiento positivo
del producto, especialmente en el caso de la arveja seca. Por lo tanto, resulta crucial investigar
la arveja desde una perspectiva fitoquimica y de actividad biol6gica para posibles aplicaciones
a nivel nacional e internacional. Este analisis también debe considerar los antecedentes
relacionados con posibles usos farmacéuticos. Dada la diversidad de aplicaciones, es de

importancia el estudio de las diferentes partes vegetales de la arveja.

La informacién proporcionada por Hadrich et al. (2014) y Alam & Khatun (2016), destaca
aspectos relevantes sobre la actividad antioxidante y composicién fendlica de Pisum sativum L.
y sus componentes. De esta manera, en el estudio realizado por los primeros autores, en
donde se evaluo la cascara de arveja, utilizando extractos acuosos crudos, metandlicos y de
acetato de etilo. Los resultados indican actividades antioxidantes con valores de 0,650 + 0,05

mg/mLy 1,9 + 0,05 umol TRX/g para DPPH y ABTS respectivamente; mientras que, para
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contenido fendlico se obtuvo un valor de 62,5 + 0,8 mg GAE/g extracto. Por demas, en el otro
estudio, se utilizo un extracto metandlico de Pisum sativum L. con el fin de evaluar su
capacidad de eliminacion de radicales libres mediante el método DPPH Unicamente,
obteniéndose un valor de 489,25 ug/mL, indicando que posee buenos efectos analgésicos, asi

como una leve actividad antioxidante.

En otro estudio, Nazir et al. (2020) llevé a cabo extracciones metandlicas de las semillas
de arvejay evalud su capacidad de eliminacion de radicales libres DPPH. El espécimen que
exhibi6 valores destacados demostré un potencial inhibidor contra el DPPH del 64,95% con una
concentracion de 294 pg/mL. Ademas, una investigacion del contenido fendlico en guisantes,
basada en caracteristicas de las semillas, revel6 que los genotipos de flores moradas y
cubiertas de semilla de tono oscuro registraron los niveles mas altos de contenido fendlico,
alcanzando valores de 128 y 104 mg GAE/100 g fw, respectivamente (Devi et al., 2019).
Igualmente, Stanisavljevic et al. (2016) en su indagacién semejante a la anterior, respecto de la
identificacion de compuestos fendlicos de cubiertas de semillas con diferentes colores, se
encontraron con un contenido fendlico total de 46,56 mg GAE/qg, y la actividad antioxidante mas

alta evaluada por DPPH fue de 8,04 mM TE/qg.

Los resultados obtenidos en la investigacion actual se asemejan a los estudios
sefialados en cuanto a DPPH y ABTS, sin embargo, mediante el método de Folin Ciocalteu, se
determind el contenido de fenoles totales, evidenciandose que las hojas en presencia de ceniza
poseen el valor mas alto de 4,48 mg GAE/g dw que, si bien no es un valor tan alto como el

obtenido en los estudios mencionados, pues es representativo en la presente indagacion.

Las investigaciones sugieren el potencial beneficioso de Pisum sativum L., no solo como
fuente de antioxidantes, sino también como una entidad de interés para estudios fitoquimicos
mas detallados, respaldando la relevancia de explorar las propiedades bioactivas de las

plantas, tal como se ha realizado en el presente estudio, que si bien, se utilizé un extracto
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etandlico, se puede realizar con cualquiera de los dos solventes, obteniendo resultados

favorables tanto para actividad antioxidante como para evaluacion de contenido fitoquimico.

Por otro lado, en cuanto a la exposicién de las plantas a la ceniza volcénica, se
considera como un factor de estrés abidtico, caracterizado por ser una condicion ambiental no
biolégica (De la Rosa et al., 2023). Es comun observar que las plantas aumenten la sintesis de
antioxidantes y fenoles en respuesta a estas condiciones, debido que, este fendmeno es parte
de las respuestas adaptativas de las plantas con el fin de contrarrestar los efectos negativos
gue les genera las situaciones de estrés. Durante el estrés abidtico, las plantas pueden
experimentar un aumento en la produccién de ROS (Dar et al., 2017). Como respuesta a este
dafio oxidativo, las plantas activan sus sistemas antioxidantes y generan compuestos
antioxidantes, tales como enzimas, polifenoles y flavonoides, todos estos ayudan a neutralizar

los ROS y proteger las células de los efectos nocivos asociados al estrés abidtico.

Informacion que respalda los resultados obtenidos en el actual estudio, donde 6rganos
de las plantas de arveja (Pisum sativum L.) tanto fruto como hoja en presencia de ceniza,

presentaron los mayores niveles de antioxidantes, asi como de contenido fendlico.

De esta manera, otros estudios sefialan que la acumulacién de fenoles se provoca por
enzimas como la fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y la calcona sintasa (CHS), que durante el
estrés abidtico, las plantas activan su sistema de defensa y producen fenoles que cumplen
funciones antioxidantes y protectoras contra los radicales libres (Hasanuzzaman et al., 2020;

Naikoo et al., 2019).

Finalmente, Kowalczewski et al. (2020) en su articulo menciona que la cebada verde
usada dentro de su investigacion presentd un perfil elevado de polifenoles y que sus
propiedades antioxidantes fueron elevadas luego de que la planta experimentase la influencia

de factores de estrés abiético. Por lo que, se puede deducir que esto se cumple para la mayor



parte de plantas, y que pueden ser utilizadas normalmente como fuente de alimento, ya que

poseen grandes beneficios para la salud ya sea humana o animal.
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Capitulo VI: Conclusiones
Los frutos y hojas de arveja (Pisum sativum L.) fueron recolectados de forma aleatoria
considerando las areas afectadas por la ceniza del volcan Cotopaxi y sectores no afectados
para realizar comparaciones. Este proceso se llevd a cabo con el objetivo de realizar la

respectiva evaluacién biolégica y fitoquimica.

En el andlisis fitoquimico del contenido fendlico, se observaron resultados destacados
en los frutos y hojas de las plantas expuestas a la ceniza volcénica, con cifras promedio de
1,53 mg GAE/g dw y 4,48 mg GAE/g dw respectivamente. A pesar de ello, las hojas en
ausencia de ceniza también valor promedio elevado de contenido fendlico (4,33 mg GAE/g dw),
atribuido al contenido de clorofila en este 6rgano. Esto sugiere relacién entre la clorofila 'y la
produccion de fenoles, vinculando la fotosintesis, sintesis de compuestos organicos y la funcion

gue cumplen los fenoles en diversas respuestas fisiologicas y de defensa de las plantas.

La mayor capacidad antioxidante se evidenci6 en los frutos y hojas que tuvieron
exposicion a la ceniza volcanica del Cotopaxi en Ecuador, de esta manera, se obtuvo el
porcentaje de inhibicion de radicales libres de 31,90% y 64,84% (ensayo DPPH), 33,50% y
62,57% (ensayo ABTS) y potencial reductor de 4,87 y 31,67 pumol Fe?*/g Fw (ensayo FRAP),

respectivamente.

Los resultados obtenidos durante la investigacion son consistentes y respaldados por
otras indagaciones, donde se resalta la normalidad de sintesis de compuestos antioxidantes y
fendlicos en periodos de estrés al que se exhiben las plantas. A pesar de que el estudio se
centra en el analisis de plantas de arveja (Pisum sativum L.) sanas y afectadas por la ceniza
volcanica del Cotopaxi, se identificaron nuevos hallazgos que destacan a las hojas como

principales productoras de compuestos antioxidantes y fenoles.
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Capitulo VII: Recomendaciones
Para las futuras evaluaciones, se sugiere considerar el estado del érgano,
especialmente cuando no se factible obtener el fruto fresco. Explorar nuevas perspectivas
evaluando las capacidades antioxidantes y el contenido fendlico de érganos en diferentes

estados podria revelar nuevos hallazgos.

Es esencial tener en cuenta que los 6rganos no sean sometidos a ningun tipo de
procesamiento, ya que esto podria resultar en la alteracion de la composicion natural de la
planta, el objetivo es destacar el valor real de la composicién metabdlica y fitoquimica que

estos 6rganos aportaria al ser consumidos como parte de la dieta diaria.

Se recomienda llevar a cabo la evaluacion de la composicién real de la ceniza
volcanica, considerando la posibilidad de realizar experimentos en distintas regiones del

Ecuador, dado que la composicion mineral no suele ser la misma en todos los sectores.

Por otro lado, se puede evaluar el tiempo de exposicion a la ceniza, ya que puede ser
gue, a mayor tiempo de exposicidn, vayan bajando los porcentajes de inhibicién de radicales

libres, asi como el contenido de fenoles totales.

Finalmente, se recomienda que en las futuras investigaciones se usen otros 6rganos de
las plantas, asi como el empleo de otros métodos en la evaluaciéon de TPC para poder

comparar los métodos correspondientes.
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