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curva binomial para el grupo experimental, permitié consolidar la eficacia del modelo investigativo
como estrategia para el aprendizaje de conceptos fitoquimicos asociados al aislamiento e
identificacion de metabolitos secundarios en la especie vegetal de estudio.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

The present study was accomplished in order to estimate the efficacy of the research model as a
learning strategy for some concepts associated with the isolation and identification of secondary
metabolites of the Eupodium pittieri fern, in students of the Bachelor of Natural Sciences program of
the Universidad Surcolombiana. Initially, the authors designed the didactic strategy to be applied,
together with the respective Likert scale questionnaire to assess the students' knowledge in the two
intervention moments (pretest and posttest). As a sample of the study, the 26 students enrolled in the
subject of Phytochemistry divided into a control and experimental group participated. In the control
group an initial learning of 71% was found, at the end a conceptual decrease of 0.75% was obtained
obtaining a final cognitive structure of 70.25%. The experimental group showed an initial structure
of 69%, after the intervention of the research model, a final learning of 75.78% was obtained with a
conceptual gain of 6.78%. By hypothesis test, the location of the Z calculated in the zone of high
significance of the binomial curve for the experimental group, allowed to consolidate the
effectiveness of the research model as a strategy for learning phytochemical concepts associated with
the isolation and identification of secondary metabolites in the plant species of study.
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1. Introduccion

En los Gltimos afios se ha evidenciado en el aula de clases actual, una baja motivacion del
estudiantado hacia la participacion y desarrollo de las actividades propuestas por el docente de
ciencias naturales, particularmente en el area de quimica, lo cual se refleja directamente en un
bajo rendimiento generalizado en los joévenes estudiantes. Lo anterior, en muchos casos esta
asociado a las estrategias de ensefianza que los docentes implementan en el aula de clases para
abordar conceptos abstractos de la asignatura (Pozo y Gdmez, 2006). A raiz de esta situacion, es
sumamente importante que el maestro disefie y aplique distintas estrategias pedagdgicas que
puedan ser Utiles para generar en los estudiantes una resignificacion de conceptos a través de
actividades que concreten y apoyen el proceso de aprendizaje, claro estd, que en el contexto
sociocultural en el que se desarrolla, y/o como lo menciona Castiblanco (2014) con su idea sobre
“la planificacion de la clase, tarea propia del maestro, es un escenario donde surgen preguntas
como ¢qué ensefiar?, ;por donde debo iniciar?, ;qué practicas de laboratorio debo disefiar?”
(pag. 21).

En este orden de ideas, una de las estrategias para abordar los diferentes conceptos
abstractos y poner en contexto a los estudiantes con situaciones cotidianas, es la implementacion
del aprendizaje basado en investigacion. Esta estrategia, de acuerdo con lo planteado por
Rivadeneira y Silva (2017) donde expresa que “Los estudiantes tienen la posibilidad de
relacionarse con la indagacion por medio del método cientifico, para actuar con conocimientos,
habilidades y actitudes” (pag. 6). De manera que, en el aprendizaje basado en investigacion, los
estudiantes observan, analizan, reflexionan brindando una solucién a un problema en particular,
por lo que es necesario en primer lugar realizar el planteamiento a una pregunta de investigacion,
seguido de fijar unos objetivos, metodologia, en donde el estudiantado previamente se haya
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acercado a algunos soportes teoricos, lo que les permite convalidar finalmente los resultados a
fin de obtener conclusiones respecto al trabajo realizado.

Es importante mencionar que, los autores hicieron el ejercicio investigativo de aislar e
identificar algunos metabolitos secundarios del helecho Eupodium pittieri, aplicando las etapas
del método cientifico y sobre la base de esta experiencia inicial, se plante6 al Comité de
Curriculo del Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales, aplicar la misma estrategia
pedagogica a los estudiantes del curso de Fitoquimica correspondiente al periodo académico
2019-A. En sintesis, como investigadores primero se obtuvo conocimiento sobre el objeto de
estudio de nuestra propuesta investigativa y luego se intent6 el aprendizaje de estos conceptos en
estudiantes de pregrado.

En este sentido, el presente proyecto plantea promover el aprendizaje en estudiantes de la
Licenciatura en Ciencias Naturales, sobre el aislamiento e identificacion de algunos de los
metabolitos secundarios presentes en esta especie, la cual ha sido empleada en la comunidad de
Copalito, en el municipio de Acevedo, Huila- Colombia, dado su potencial previamente descrito;
por medio del empleo de algunos pasos inherentes a la bioprospeccion Muller, Obermeier y Berg
(2016) afirman gque por medio de esta se busca revelar ese potencial bioactivo presente en las
especies vegetales para el beneficio humano. En este sentido, el respectivo tamizaje fitoquimico
mediante extracciones sucesivas empleando disolventes organicos (hexano, cloroformo y
metanol), la elaboracién de algunos ensayos bioldgicos como la determinacion de toxicidad
usando Artemia salina, junto a la respectiva determinacion del efecto alelopatico en semillas
Lactuca sativa, y, evaluacion sobre microorganismos (bacterias), permiten comprobar el
potencial bioactivo de esta especie vegetal, en este orden de ideas por medio del aislamiento de

algunos compuestos de interés mediante técnicas de separacion cromatogréaficas, se espera
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reconocer por medio de métodos de identificacion estructural, la naturaleza de algunos
metabolitos presentes en esta especie vegetal, proporcionando asi, referentes tedricos sobre la
relacién estructura-actividad bioldgica en esta linea de investigacion sobre la Quimica de las
plantas para nuestro departamento, region y pais.

Es de esta manera que para propiciar espacios de aprendizaje estimulantes en los
estudiantes, se propone implementar una estrategia pedagogica de aprendizaje que permita al
docente dejar de lado algunos paradigmas que contintian vigentes en los procesos educativos
actuales, para organizar actividades encaminadas a la generacién de habilidades cientificas en el
estudiantado, considerando todos aquellos conocimientos y destrezas presentes relacionadas a
conceptos propios de la fitoquimica, especialmente sobre aislamiento e identificacion de los
metabolitos secundarios a partir de la bioprospeccion de la especie vegetal Eupodium pittieri

A modo de en contexto, la especie vegetal Eupodium pittieri, hace parte de la familia
Marattiaceae (pteridofitas), teniendo en cuenta que estas ultimas segun Anénimo (2000) “son un
conjunto de plantas vasculares que no producen semillas y no tienen flores. Comprende helechos
y los llamados grupos relacionados (licopodios y los equisetos)”. E. pittieri suele encontrarse
principalmente en el centro de la Regién Andina entre 1800 - 2850 metros de altitud, y crece al
interior de bosques maduros, preferencialmente en sitios sombreados, himedos y cercanos a
corrientes de agua; entre sus principales utilidades se resalta su uso como hierba ornamental
(Orozco, 2015). Por otra parte, dentro de la medicina tradicional, se rescata la capacidad de esta
planta dada su accion promotora en el crecimiento del vello facial (barba). De acuerdo a la
literatura cientifica, son escasas las investigaciones fitoquimicas y etnobotanicas realizadas con
esta especie. Sin embargo, cabe resaltar el trabajo realizado por Lopez, Vélez, Sanchez, Bonilla,

y Gallo (2006), quienes realizaron el tamizaje fitoquimico preliminar junto a una evaluacion del
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efecto fungicida en especies vegetales del género Pteridium, presente en municipios del Valle del

Cauca, Colombia.

16



2. Antecedentes

Como se menciond en el apartado anterior, es importante que los docentes implementen
estrategias adecuadas para lograr el aprendizaje y motivacion en los estudiantes, sobre este
aspecto se hizo una revision documental en las respectivas fuentes de informacion, incluyendo
bases de datos, catalogos bibliograficos, etc., como resultado de este ejercicio se presentan
algunos trabajos realizados en base al Aprendizaje Basado en Investigacion, en los cuales, se
mencionan no solamente el valor que toma esta estrategia o modelo pedagdgico al ser utilizadas
en el aula de clase, sino también las percepciones de los estudiantes frente a una pedagogia
diferente a la tradicional.

Con base en el conocimiento cientifico asi sistematizado, se puede concluir que son
escasas las investigaciones realizadas especificamente a la especie vegetal de interés (Eupodium
pittieri), por lo que se hace complicado rescatar los conocimientos cientificos relacionados al
trabajo propuesto; sin embargo, a través de la constante revision documental, los autores del
presente estudio, incluyen como antecedentes algunas investigaciones relacionadas con la
estrategia de Aprendizaje Basado en Investigacion, y asi como la fitoquimica de la familia de la
especie vegetal de interés. En ese sentido, se ilustran a continuacion los antecedentes
Internacionales, Nacionales y Regionales encontrados.

2.1. Internacionales

Crujeiras Pérez (2014), pag. 201, planted una investigacion pedagogica en el cual, se busca
contribuir a la participacion del estudiante en las précticas cientificas, por medio del disefio e
implementacion de la investigacién, asi como también en la interpretacion de datos y
establecimiento de conclusiones. De la misma manera Espine Guadalupe, Robles Amaya,

Ramirez Calixto y Ramirez Anormaliza (2016), resaltan un estudio realizado en el Ecuador, con
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el fin de transformar el sistema educativo nacional, mediante el desarrollo de estrategias
educativas como el Aprendizaje basado en la Investigacion. Cabe mencionar que esta estrategia
pedagogica permite el desarrollo de habilidades no solamente cientificas sino también personales
en donde el estudiante puede resolver preguntas relacionadas a su contexto.

Por otro lado, Remo6n Rodriguez et al. (2012) mencionan que “La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) reconoce el papel de las plantas medicinales en la cura y el tratamiento de
diversas enfermedades que afectan al hombre e identifican méas de 119 sustancias quimicas
pertenecientes a 60 familias” (pag. 301).

De tal manera que las plantas medicinales han sido fundamentales en el tratamiento de
diversas enfermedades, ademas que, estas son el medio mas comun de la medicina tradicional.
Las plantas se conocen a través de la recoleccion y en muchas de ellas se destaca el potencial
para fines medicinales, ornamentales, alimenticio o culturales; un ejemplo muy evidente es la
especie Eupodium pittieri, perteneciente a la familia Marattiaceae. De acuerdo con la
investigacion realizada por Lavalle, Mengascini y Rodriguez (2011) en Argentina, se pudo
determinar principalmente la taxonomia de siete especies del género Marattia, ademas de
analizar los receptéculos, esporas, micro y macro- ornamentacion. Es importante destacar que
estudios especificos del género Eupodium y la especie Eupodium pittieri tienen poca presencia
en la literatura cientifica actual.

Las plantas medicinales tienen la capacidad de producir metabolitos originarios de rutas
metabdlicas secundarias. Estos metabolitos, productos de las plantas medicinales, y que
presentan actividades biologicas son también denominados principios activos, luego poseen una
accion beneficiosa o perjudicial vista desde el punto de vista farmacol6gico sobre los organismos

vivos. Ademas, a partir de estas acciones sirven como fitoterapeutico para el alivio y/o cura de
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enfermedades (Remon Rodriguez, et al., 2012). Una investigacion realizada por Campusano,
Fonseca Cabrales, Almeida Saavedra, Fonseca Garcia y Reytor Rosabal (2010), “permitio la
determinacidon de algunos de los metabolitos secundarios presentes en la planta Pteris vittata L. a
la cual se les atribuye accién antimicotica” (pag. 1). A través de los extractos etéreo, alcoholico y
acuoso y el empleo del tamizaje fitoquimico, se evidencio que la especie vegetal tiene una gran
variabilidad de compuestos como: antocianidinas, azlicares reductores, taninos, saponinas,
esteroides, aminodacidos, triterpenos, fenoles y acidos grasos (Campusano et al., 2010, Pag.1.)

A continuacion, en la Tabla No. 1 se presenta de manera especifica algunas investigaciones

realizadas a nivel mundial en relacién a los temas de interés.
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Tabla No. 1 Recopilacién de antecedentes a nivel internacional.

Autor y afio

Objetivos

Aspectos metodoldgicos

Principales hallazgos

(Crujeiras Pérez,
2014)

Examinar el
desarrollo de la
competencia

cientifica a través
de la participacion
del alumnado en las
practicas cientificas
de disefio y puesta
en practica de
investigaciones 'y
analisis e
interpretacion  de
datos a lo largo del
estudio longitudinal
de indagacion en el

laboratorio.
Identificar un
repertorio de

estrategias docentes
que promuevan la
participacion  del
alumnado en las
practicas
cientificas.

El estudio estuvo enmarcado en la
investigacion cualitativa, con un
tipo longitudinal y se realizé a lo
largo de dos cursos consecutivos,
tercero 'y cuarto grado de
Ensefianza Secundaria Obligatoria.

Consistio en realizar cinco tareas de
laboratorio de indagacion con una
duracién de dos secciones cada una,
en las que los estudiantes trabajaron
en tres  pequefios  grupos
establecidos para su analisis.

Los estudiantes en cada tarea (T) de
laboratorio, tenian que planificar y
poner en practica la investigacion,
para asi mismo resolver las
problematicas que se presentaba,
como, por ejemplo:

T1- La pasta de dientes menos
efectiva para proteger contra la
caries.

T2- Como separar e identificar unas
substancias procedentes de un
pedido roto.

T3-  Identificar
contamind un rio.
T4- Identificar el contenido de una

qué fabrica

disolucién  olvidada en el
laboratorio para reciclarlo
adecuadamente.

T5- Identificar la sospecha de

escrito un anénimo de clase.

Para la toma de datos, se grabaron
las secciones de laboratorio y
posteriormente fueron transcritas a
manera de seudénimo para respetar
la identidad de estudiantes.

Para el anélisis de datos, enmarcado
en el andlisis del discurso, se
utilizaron las transcripciones para
elaborar las rdbricas de andlisis

correspondiente a cada pregunta.

Se identifico una frecuencia
menor de episodios dedicados a
cada operacion epistémica en
las tareas finales del estudio
(T4- T5), por lo que se relacion
con la familiarizacién del
alumnado con la forma de
resolver este tipo de tareas.

Asimismo, al final del estudio,
se identificd la progresion de
los estudiantes representada
directamente en la elaboracion
de disefios que satisfacen la
resolucion de tareas
independientemente.

A partir de ello, encontraron
diferencias en las estrategias
docentes encaminadas a la
transferencia de
responsabilidad al alumnado,
esto se encuentra directamente
relacionado en la participacién
de los estudiantes en el
desarrollo de  habilidades
cientificas, ya que fueron las
mas aptas para la evaluacion del
conocimiento mediante
preguntas abiertas.



Continuacién Tabla No. 1

Autor y afio Objetivos Aspectos metodoldgicos Principales hallazgos

(Espine Se plante6 Esta investigacion posee un Se pudo observar el incremento
Guadalupe, demostrar la enfoque cuali- cuantitativo, conun de la producciéon cientifica
Robles Amaya, relacion entre la tipo transversal, contd con una desarrollada por docentes de la
Ramirez Calixto,  produccion participacion de 304 estudiantes de  UNEMI de mas del 25% entre
& Ramirez cientifica de los los cuales el 77,9 % pertenecenala el 2013 y 2015, evidenciandose
Anormaliza, docentes yeluso de Facultad Ciencias de la Educacion el rol que tiene lo docente de las
2016) la estrategia ABlen y el 22,1 % de la Facultad de universidades en el proceso de

las aulas de clase
UNEMI

Ciencias de la Salud, de Ila
Universidad Estatal de Milagro
(UNEMI).

Se obtuvo primeramente la
informacion del Departamento de
Investigacion de la UNEMI,
relacionada con la produccion
cientifica de los docentes. Luego, el
cuestionario con seis items y cuatro
opciones de respuesta investigo
acciones didacticas que realiza el
docente en el aula fue validado por
los autores y se implementd.

la implementacion de la
metodologia ABI.

En ese sentido, los resultados
arrojaron una relacion fuerte
entre los estudiantes que hacen
uso de informacion cientifica
en la elaboracion de reportes
académicos con los profesores
que compartes sus
investigaciones en el aula.

(Figueroa de la
Fuente, Reyes
Coronado, &
Fiorentini
Cafiedo, 2017)

Abordar cémo la
articulacion de la
docencia con la
investigacion puede
ser un  factor
determinante en el
fortalecimiento de
los Programas
académicos en
educacién superior,
concretamente en la
Universidad de
Quintana Roo,
Unidad Académica
Playa del Carmen
(UAPC).

Con un enfogue mixto se efectud la
revision de documentos
bibliograficos. A partir de ello, se
desarrollo un cuestionario
estructurado para llevar a cabo una
encuesta para la parte cuantitativa
de la investigacion. Dicha encuesta
que contenia tres preguntas -dos de
ellas, con siete y 15 reactivos
respectivamente, fueron medidas
con la escala de Likert, mientras
que la dltima pregunta fue abierta-
se desarroll6 en el programa
Surveymonkey.

Recolectada la informacion, se
trianguld con el marco tedrico para
hacer el andlisis més profundo y
poder conocer la disposicion y los
obstaculos para implementar el
ABI.

Se menciona que, durante la
parte inicial, la preocupacion
del docente gira en torno a si
mismo y en dominar su materia;
conforme adquiere mas
experiencia, asi mismo se
preocupa por el aprendizaje del
estudiantado y las nuevas
estrategias que utiliza en el aula
lo conciben como un sujeto
activo.

Adicional al plan estratégico, es
necesario la implementacion de
politicas educativas
institucionales que coordinen
los procesos de seleccion,
formacién,  evaluaciébn vy
promocion del profesorado.
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Continuacién Tabla No. 1

Autor y afio

Objetivos

Aspectos metodoldgicos

Principales hallazgos

(Lavalle,
Mengascini, &
Rodriguez, 2011)

Analizar el aspecto
de los receptéculos,
la forma, posicion
de los sinangios y la
micro 'y macro-
ornamentacion de
los exosporios y
perisporios de las
esporas de 7
especies
neotropicales  de
Marattia, asi como
también evaluar el
significado
taxonémico y poner
a prueba el valor
diagndstico de su
morfologia

Se utilizd material vegetal de
distintos herbarios a nivel mundial.
Las especies utilizadas fueron las
siguientes: M.weinmanniifolia, M.
interposita, M. laxa, Marattia
alata, M. laevis, M. cicutifolia y M.
excavata.

Una vez conseguidas las especies,
se procedi6 a realizar el corte
transversal de receptaculos y
sinangios para el caso de las
pinndlulas y pinnulas  fueron
hidrataron con agua y unas gotas de
detergente en estufa a 300 °C, se
aclararon con NaCl al 5 % acuoso,
se blanquearon con NaCIlO 1:1 en
agua. Luego se incluyeron en
“Paraplast Plus”, donde se cortaron
ademas se tifieron con safranina-
verde.

Para el estudio de estas especies
vegetales, se tomaron laminas
sinangios cerrados, luego se
realizaron varias preparaciones del
ejemplar para fotografiarlos con
ayuda de Microscopia Electrénica
de Barrido.

A partir de esta investigacion,
las especies vegetales fueron
analizadas morfoldgicamente,
principalmente los
Receptaculos y Esporas.

En ese sentido, los receptaculos
de especies del neotropico
presentan una generalidad de
tener un contorno eliptico visto
superficialmente.  Asimismo,
los sinangios presentan un
contorno elipsoidal ancho. En

cuanto a las esporas se
presentan siempre en
monoletes.

(Remdn
Rodriguez, y
otros, 2012)

Realizar el tamizaje

fitoquimico y
determinar la
actividad

antibacteriana  de
los extractos secos
de latinturaal 20 %
de las hojas vy
corteza del fuste de
la planta Mammea
americana L. en
Cuba.

Se realizd un tamiz fitoquimico con
las partes aéreas de la planta fueron
tratadas para elaborar tinturas al 20
% mediante maceracion ademas se
desarroll6 una evaluacion bioldgica
con microorganismos.

A partir de la investigacion se
comprobd la presencia de alta
presencia de  metabolitos
originarios de rutas sintéticas
secundarias como flavonoides,
fenoles, coumarinas, alcaloides
entre otros.

Los tintes mostraron actividad
antibacteriana in vitro frente a
la cepa de Staphylococcus
aureus.
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Continuacién Tabla No. 1

Autor y afio Objetivos Aspectos metodoldgicos Principales hallazgos

(Campusano, Establecer la Se realizd la respectiva Se encontrd la presencia de
Fonseca presencia de los identificacion de la especie vegetal metabolitos secundarios
Cabrales, metabolitos el material fue tratado para la polifenolicos, &cidos grasos,
Almeida secundarios de la realizacion de un tamiz fitoquimico saponinas, triterpenos, azucares
Saavedra, especie vegetal para la obtencidbn extractos reductores, entre otros en los
Fonseca Garcia, Pteris vittata L. mediante maceracion exhaustiva. tres extractos obtenidos, etéreo,
& Reytor relacionados a un Se emplearon técnicas sencillas de alcohdlico y acuoso de Ila
Rosabal, 2010) potencial identificacion ~ cualitativa ~ de especie vegetal asociados a un

antimicético.

metabolitos secundarios.

potencial antimicético.

(Cabrera
Meléndez, 2014)

(Acosta
Campusano, y
otros, 2015)

Identificar los
principales

metabolitos de
interés  medicinal
en helechos
llamados “cuti cuti”

Identificar los
metabolitos
secundarios
presentes en hojas
de la  especie
vegetal Pteris
vittata L. ademas de
evaluar su actividad
antimicrobiano con
cepas de
microorganismos.

Se realiz6 una entrevista no
estructurada a vendedores de
plantas medicinales en el mercado
“La Victoria” en Lima-Per(, para
conocer informacidn sobre el uso y
preparacion de los helechos “cuti
cuti”. Se realizd el respectivo
tamizaje fitoquimico empleando
soluciones hidroalcohdlicas.

Se realizd colecta y tratamiento de
las hojas de Pteris vittata L. para la
extracion de metabolitos con
disolventes  organicos, dichos
extractos se fraccionaron con
técnicas cromatograficas a las
cuales se realizaron pruebas de
identificacion cualitativa ademas
de ensayos microbiolégicos con
cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Candida

sp.

Las soluciones
hidroalcoholicas de los
helechos presentaron
abundancia de metabolitos
secundarios como  grupos
fenolicos, alcaloides,
glucésidos,  flavonoides vy
proteinas.

Los extractos obtenidos

mostraron actividad positiva en
las pruebas in vitro con las
cepas seleccionadas.

El tamiz fitoquimico present6
abundancia de quinonas vy
alcaloides en las fracciones
cromatograficas a los cuales se
les puede responsabilizar de la
actividad bioldgica.
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2.2.  Nacional

En Colombia, las investigaciones en cuanto al uso de estrategias pedagogicas para el
aprendizaje significativo en los estudiantes, ha sido de gran importancia en los ultimos afios para
aquellos grupos de investigadores pedagdgicos, de manera que, se pude encontrar que, al incluir
en las clases una estrategia diferente como lo es el aprendizaje basado en investigacion, se logra
alcanzar niveles superiores de motivacion, competencias basicas y habilidades en los estudiantes,
como lo menciona Ochoa Reyes y Murcia Rodriguez (2017) quienes realizaron una investigacion
en la universidad de pamplona, con el fin de facilitar la participacién ademéas de promover
habilidades cientificas y competencias basicas de un curso de fisiologia vegetal. Por otro lado,
Rodriguez Sandoval y Cortés Rodriguez (2010), realizaron un estudio con el propositivo de
“Mostrar la percepcion que tienen los estudiantes del programa de Ingenieria Agricola de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin sobre la evaluacion y el desarrollo de la
estrategia pedagogica “aprendizaje basado en proyectos”, utilizadas en cursos tedricos-
practicos” (pag. 143). Los resultados encontrados fueron favorables, ya que se evidencio en la
encuesta realizada que a los estudiantes los motiva realizar este tipo de estrategia en el aula de
clases ademas de estar de acuerdo ya que les ayuda en su formacion como profesionales.

Enfocandose de cierta manera, en el estudio quimico de diversas plantas de interés, se han
encontrado investigaciones basadas en los metabolitos originarios de rutas metabdlicas
secundarias, extraccion de compuestos quimicos, realizacion de bioensayos, el empleo de la
cromatografia para identificacion de componentes, entre otros. Sin embargo, desde el ambito
educativo, “la ensefianza y aprendizaje de conceptos asociados a la quimica y a la biologia como

lo son los metabolitos secundarios, es vista como la memorizacion de conceptos y férmulas que
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no tienen un uso en la cotidianidad del estudiante” (Castiblanco, 2014, pag. 23) por lo que, en
muchos casos, el alumno se desmotiva por aprender el mundo de las Ciencias.

Por lo anterior, Riveros Neira y Gomez Aguilar (2007) en su investigacion realizaron la
recoleccion, extraccion, bioensayos de Niphogeton ternata ademas de una implementacion
pedagogica como mecanismo de aprendizaje de conceptos de Ciencias Naturales con estudiantes
que oscilan en edades entre 15y 17 afios en una institucion de Cota, Cundinamarca. Los
resultados permitieron observar que, tras varias salidas de campo, practicas de laboratorios de
quimica y microbiologia, trabajos en el aula y videos se puede destacar que es posible generar un
proceso de aprendizaje positivo en Ciencias Naturales (Riveros Neira & Gomez Aguilar, 2007).

Algunas de las finalidades para la ensefianza- aprendizaje de las Ciencias Naturales, se
encuentra la generacion de estrategias didacticas con la finalidad de contribuir con el
fortalecimiento de aquellas concepciones que tienen los estudiantes con respecto a la
fitoquimica, de tal manera que es importante el disefio de secuencias didacticas para el
aprendizaje de conceptos, ademas de realizar la investigacion cientifica de especies vegetales;
esto se compara con un estudio efectuado por Castiblanco (2014) en el cual realiza una secuencia
didactica para la ensefianza de conceptos asociados a la fitoquimica con ayuda de un perfil
quimico de especies vegetales planteé que “La Unidad didactica debera partir de las expectativas
o intencionalidades formativas, acompafiado de un conjunto de actividades que permita abordar
los contenidos de cada unidad” (Castiblanco, 2014, pag. 48). Ademas, las actividades
secuenciadas deberan ser explicitas, teniendo siempre en cuenta los objetivos de las actividades
propuestas, recursos y materiales a emplear para el desarrollo de la misma.

A continuacion, en la Tabla No. 2 se presenta de manera especifica algunas investigaciones

realizadas en distintas partes de Colombia
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Tabla No. 2 Recopilacion de antecedentes a nivel nacional.

Autor y afio Objetivos Aspectos metodoldgicos Principales hallazgos
(Rodriguez Mostrar la  Alinicio del curso, se lesplanteoa La encuesta present6 un
Sandoval & percepcion que los estudiantes la ejecucion de un panorama general sobre las

Cortés Rodriguez,
2010)

(Ochoa Reyes &
Murcia
Rodriguez, 2017)

tienen los estudiantes
del programa de
Ingenieria  Agricola
de la Universidad

Nacional de
Colombia, sede
Medellin  sobre la
estrategia

pedagdgica

“aprendizaje basado
en proyectos”,

utilizadas en cursos
tedricos- practicos.

Potencializar la
motivacion, las
competencias basicas
y las capacidades
investigativas en los
estudiantes del curso
de fisiologia vegetal
del programa de
biologia de Ia
Universidad de
Pamplona, a través
de la implementacion
de estrategias
pedagdbgicas
siguiendo el modelo
ABI

proyecto de investigacion, en
donde se aplicaria los conceptos
tedricos. Las opciones presentadas
fueron la decisién de ellos mismos
al escoger el tema de interés.

El docente cumpli6 con el papel de
orientador en el proceso, al
finalizar el profesor se presenté un
reporte escrito a manera de trabajo
cientifico en donde se plasmd lo
obtenido.

Luego, se realiz6 una evaluacion
de la estrategia pedagodgica
(ABPr), realizada por el grupo de
trabajo de la universidad, en donde
se indagaron las percepciones de
los estudiantes en relaciéon a la
manera de desarrollar y evaluar el
ABPr.

Se basé en el método cientifico:
Planteamiento  del  problema,
revision bibliogréfica, pregunta
biolégica, hipotesis de trabajo,
disefio experimental, manejo de
datos e interpretacion estadistica,
presentacion  de  resultados;
también se integr6 con salidas de
campo para contrastar los
resultados experimentales con los
obtenidos en la fase de campo.

Los proyectos de aula se
establecieron en base a los
intereses ~ propios de  los
estudiantes, encontrando mayor
relevancia en el tema del
crecimiento y desarrollo vegetal
agricola y el estudio de la morfo
anatomia foliar y el tipo de
fotosintesis de especies nativas.

percepciones de los estudiantes
frente a la  estrategia
pedagdgica aplicada, en donde
se resalto la importancia de esta
para su formacion como
profesional. De igual manera se
encontré dificultades en la
mayoria de los estudiantes al
momento de encontrar ideas
para la realizacion de los
proyectos, ya que en muchos
casos no se contaban con
recursos fisicos para la parte
experimental de la
investigacion.

A partir de la investigacién en
el aula de clase se logr6 un alto
valor significativo a nivel
conceptual,  actitudinal vy
procedimental acerca de las
plantas nativas escogidas.

Las elaboraciones de los
proyectos  mejoraron la
apropiacion del conocimiento
cientifico ademas de mejorar
las  capacidades en el

tratamiento de datos
experimentales y la
socializacién de los mismos en
diversos ambitos de
divulgacion.




Continuacién Tabla No. 2

Autor y afio Objetivos Aspectos metodoldgicos Principales hallazgos
(Lopez, Vélez, Contribuir al Se colect6 el helecho en el Valle Se encontrd la presencia de
Sanchez, Bonilla, conocimiento de las del Cauca, se tratd para realizar saponinas y flavonoides en los
& Gallo, 2006) propiedades una extracion por percolacién con extractos de P. aquilinum
fungicidas de etanol y agua a los cuales se les ademas hubo  diferencias
extractos vegetales realizd pruebas cualitativas de significativas entre los
del helecho identificacién. Adicionalmente, extractos tanto que mostro
marranero se realizd una evaluacién menor incidencia de los hongos
(Pteridium fungicida con controles positivos en presencia del extracto
aquilinum) para el vy negativos en medio PDA en etan6lico comparado con los
control de presencia de testigos. La testigos determinando que

Colletotrichummusae
y Botrytis cinereaen
banano (Musa
sapientum)y  fresa
(Fragaria sp) durante
el almacenamiento
poscosecha

evaluacion in vivo se realiz6 con
extractos etandlicos diluidos al 25
%.

contribuye a que los frutos no se
deterioren rapidamente.

(Riveros Neira &
Gomez  Aguilar,
2007)

Caracterizar y extraer

las cumarinas
presentes en la
especie vegetal

Niphogeton ternata a
fin de evaluarlas en
cultivos de E. coli.

La metodologia consistid en
separar las partes aéreas de la
planta, realizar su tratamiento
para extraccion en soxhlet
empleando disolventes orgénicos.
Luego, separacion con métodos
cromatograficos. Las fracciones
fueron evaluadas en agar
antibiotico con E.  coli.
Adicionalmente, se presentd una
secuencia didactica con el fin de
preservar las especies vegetales a
partir de la divulgacion de la
investigacion sobre  los
compuestos aislados con técnicas
cromatograficas y su actividad
bioldgica, la informacion se
recolecto mediante cuestionarios
y entrevistas.

Mediante Cromatografia en
Capa Fina (CCF) ensilica gel se
evidencié que los extractos de
las hojas y tallos presentaron
similitudes en cuanto a los

compuestos quimicos
identificados.

Dado a un problema de
contaminacion, no se pudo
reportar los resultados
obtenidos para la parte
bioldgica.

Tras varias salidas

extramurales, participacion en
los laboratorios, trabajos en
clase y videos se puede destacar
que es posible generar un
proceso de aprendizaje positivo
en Ciencias Naturales.
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Continuacién Tabla No. 2

Autor y afio

Objetivos

Aspectos metodoldgicos

Principales hallazgos

(Quintero
Londofio & Reyes
Saenz, 2016)

Determinar la
relacion entre el
estudio de la
fitoquimica con la
formacion inicial
de los docentes de
la Universidad
Pedagogica
Nacional (UPN).

Se realizd un tamiz fitoquimico a
tres especies vegetales,
posteriormente se desarrolld una
encuesta tipo Likert para conocer
las percepciones de los estudiantes
sobre el estudio fitoquimico, la
utilidad de esta area y los
conocimientos previos.

Se disefid una secuencia didactica
basada en el trabajo experimental
de laboratorio. Finalmente, se
aplico la prueba Likert y
cuestionario de salida.

Se obtuvo resultados positivos
en cuanto al trabajo realizado

de manera  te6rica Yy
experimental con los
estudiantes a través de

secuencias didacticas, ya que,
de cierta manera, adquirieron
una estructura cognitiva mejor
elaborada. Ademas, mejoro las
relaciones interpersonales
trabajando aspectos
relacionados a la quimica de las
plantas.

(Castiblanco,
2014)

Disefiar una
secuencia didactica
para la ensefianza
de conceptos en
fitoquimica a partir
de tamizaje
fitoquimico de los
extractos

alcohdlicos de las
especies  Croton
funckianus y
Croton bogotanus.

Los extractos fueron obtenidos de
hojas secas en etanol. Se
cuantificaron flavonoides y fenoles
mediante el método  Folin-
Ciocalteau, y Jimoh. ademas, se
determind la presencia de otros
metabolitos como  alcaloides,
carotenoides y taninos mediante
pruebas cualitativas. Finalmente, se
diseid y aplic6 una secuencia
didactica para la ensefianza de
algunos conceptos de la fitoquimica
a partir de los resultados previos.

Se demostré la presencia de
metabolitos secundarios como
alcaloides y flavonoides. La
prueba con el reactivo de Folin-
Ciocalteu, revelo que en los
extractos de las muestras de
Croton proseen  contenido
polifendlico dado a la presencia
de compuestos aromaticos.

Para la reaccion con FeCls
comprobd la abundancia de
flavonoides en los extractos
etanolicos.

La elaboracién de la secuencia
didéactica permitié identificar

particularidades de la
ensefianza de la biologia; asi
como también generar un

pensamiento reflexivo,
cientifico y constructivo en los
estudiantes.

28



2.3. Regional

Desde el ambito regional, se han ejecutado diversos estudios etnobotéanicos, los cuales
principalmente se enfocan en grupos humanos directamente relacionados con la naturaleza, es
decir, comunidades rurales, asentamientos indigenas donde le saber comdn y la medicina
tradicional posee mayor trascendencia dado a distintas razones (Pardo de Santayana & Gdémez
Pellon, 2003).

De esta manera, el empleo de plantas medicinales sigue siendo fundamental en
investigaciones acerca de farmacologia humana y animal, debido al bajo costo que proporcionan
para el tratamiento de maltiples enfermedades. Asimismo, en el tratamiento de infecciones las
especies vegetales cuentan con gran potencial antimicrobiano y antiséptico. Sin embargo, es
sumamente importante conocer los usos tradicionales que las poblaciones le dan a distintas
especies vegetales para su beneficio propio, por lo que Pardo Rodriguez et al. (2014) realizaron
una investigacion en torno a la especie vegetal Croton leptostachyus con el fin de establecer un
perfil etnobotanico en el municipio de Gigante, Huila cuyos resultados revelaron gran diversidad
etnofarmacoldgica relacionada al tratamiento de enfermedades de humanos y animales de la
especie vegetal entre otros recursos vegetales.

Para abordar los distintos conceptos desde un ambito educativo, se encontrd un estudio
realizado por Guarnizo Losada, Puentes Luna y Amortegui Cedefio (2015), pag. 31, en el cual
los autores abordan el concepto de diversidad vegetal en estudiantes de noveno grado en
Campoalegre, Huila donde disefiaron y aplicaron una secuencia didactica. Producto de la
investigacion, se evidencio que las concepciones de los estudiantes frente al concepto de
diversidad vegetal cambiaron al comparar los dos momentos de intervencion (pre y pos

cuestionario), por lo que, a través de la estrategia mejoraron su aprendizaje.



A continuacion, en la Tabla No. 3 se presenta de manera especifica algunas investigaciones

realizadas en distintas regiones del departamento del Huila.
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Tabla No. 3 Recopilacion de antecedentes a nivel regional.

Autor y afio Objetivos Aspectos metodoldgicos Principales hallazgos
(Pardo Establecer el uso Consisti6 en la identificacion de La comunidad reconoce la
Rodriguez, y tradicional que la la informacidn etnobotanica en el importancia de la especie
otros, 2014) comunidad del municipio de Gigante, Huila vegetal en cuanto al tratamiento
municipio de asociada a la especie vegetal. de enfermedades.
Gigante, Huila, da a Seguidamente se realizd una
la especie vegetal extraccion soxhel en agua y Se verificO la presencia de
Croton etanol para su posterior tamiz compuestos fendlicos, terpenos
leptostachyus, fitoquimico recomendado por y/o esteroides ademas de
llamada cominmente  Sanabria (1983) y Lock (1994). saponinas y alcaloides tipo
“mosquero”; asi indélico contenidas en el
mismo confrontar la Se  evalu6 su  actividad material vegetal de C.
informacidn obtenida antimicrobiana y antiflngica en leptostachyus.

con el estudio
fitoquimico de la
planta.

cepas bacterianas y flngicas con
el método en pozo y halos de
inhibicion, respectivamente.

(Guarnizo
Losada, Puentes
Luna, &
Amortegui
Cedefio, 2015)

Los objetivos de la
investigacion  fueron
el disefio e
implementacion  de
una unidad didéctica
para el aprendizaje del
concepto de
diversidad vegetal en
estudiantes de noveno
grado de la Institucion
Educativa  Eugenio
Ferro Falla en
Campoalegre, Huila
(Colombia).

Desde un enfoque cuantitativo
con un disefio flexible se observo
el escenario y los estudiantes
desde un punto de vista holistico.

recoleccion de
informacion mediante
observacién,  cuestionario y
opiniones de los estudiantes.

Se realizé la

Para sistematizar las
concepciones encontradas  se
utilizaron dos cuestionarios: las
observaciones de las clases y la
unidad didactica para cada uno,
seguido de la unidad de
informacion que para este caso es
la respuesta de los estudiantes
frente a una pregunta compilada
en la herramienta aplicada.

En los momentos iniciales y
finales se encontrd similitud en
cuanto a cuatro tendencias para
el caso de diversidad vegetal
enfocandose  en:  riqueza,
abundancia, ambiente y
riqueza. No obstante, el proceso
formativo favorecié el aumento
de las concepciones adicionales
como presencia de plantas, usos
y desarrollo de la planta.

Todos los hallazgos muestran
que la mayor cantidad de
estudiantes respondieron
satisfactoriamente a las
preguntas planteadas sobre el
concepto de diversidad vegetal.




3. Planteamiento del Problema

Desde el &mbito educativo, se ha evidenciado que la ensefianza- aprendizaje de conceptos
abstractos relacionados con la quimica y en algunos casos la biologia, es vista bajo condiciones
memoristicas que no tienen un uso en la vida cotidiana de los estudiantes; como lo plantea
Castiblanco (2014) “los textos de fitoquimica se limitan a definir conceptos y deducciones
quimicas y matematicas, pero no se evidencia la relacion de dichos conceptos con las situaciones
junto a problematicas de la vida real” (pag. 23). Asimismo, la ensefianza de los conceptos
relacionados a la fitoquimica, desde un enfoque tradicional recae profundamente en la dificultad
mencionada sobre la transmision de conocimientos verbales, donde el estudiante es un actor
pasivo en el proceso de aprendizaje, situdndose como un consumidor de conocimientos
previamente elaborados por el profesor (Pozo y Gomez, 2006). Sumado a ello, se encuentra la
poca importancia del trabajo experimental hacia los procesos de ensefianza/aprendizaje, donde
dificulta al estudiantado comprender de manera asertiva aquellos conceptos, asimismo
relacionarlos con las infinitas aplicaciones en su contexto cotidiano (Carriazo & Saavedra ,
2004).

Lo anterior, ha sido determinante en la estructuracién curricular de las asignaturas, en
nuestro caso particular la asignatura de Fitoquimica perteneciente al plan de estudios del
Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales y Educacion Ambiental de la Universidad
Surcolombiana, donde se encuentra exenta del componente préactico; esencial para promover las
actitudes hacia la ciencia desde un espacio critico y reflexivo, concibiendo la ciencia como una
forma de hacer preguntas que como una respuesta ya dada (Claxton 1991 citado en (Pozo &

Gomez, 1998, pag. 42).



Es imperante, el desarrollo de las actitudes hacia la investigacion por parte de los docentes
en formacion en Ciencias Naturales, puesto que, la forma de aprender esta asignatura puede
influir més en el desarrollo en el futuro académico y personal que los propios “contenidos”
aprendidos (Pozo y Gomez, 1998, pag. 44). De forma que, a través del Aprendizaje Basado en
Investigacion perduran dichas actitudes y aptitudes frente a la ciencia de los futuros Licenciados
en Ciencias Naturales de la region surcolombiana (Rivadeneira y Silva, 2017).

Como respuesta a los anteriores planteamientos, surge la necesidad de implementar la
estrategia de aprendizaje basado en investigacion, reportes investigativos demuestran que esta
facilita en los estudiantes la comprension de las distintas dinamicas interdisciplinarias asociadas
a las Ciencias Naturales. Ademas, promueve cambios no solo conceptuales sino también
procedimentales y actitudinales (Pozo y Gomez, 1998, pag. 294).

Desde esta perspectiva, planteamos esta propuesta investigativa, dada las escasas
investigaciones sobre estrategias didacticas relacionadas a temas inherentes a la quimica de las
plantas de la region surcolombiana, junto con la necesidad de indagar especialmente sobre el uso
de la investigacion como estrategia didactica para lograr el aprendizaje de conceptos,
procedimientos y actitudes en docentes en formacion especialmente sobre el aislamiento e
identificacion de metabolitos secundarios empleando una variable adicional dependiente de la
estrategia de Aprendizaje Basado en Investigacion, la bioprospeccion de la especie vegetal
Eupodium pittieri cuyo potencial bioldgico tiene gran impacto a nivel regional acerca del
crecimiento del vello facial.

La inclusién de una hipdtesis en este estudio, permite evaluar el grado de aprendizaje
alcanzado por la muestra de estudiantes sobre algunos conceptos fitoquimicos, utilizando la

estrategia de la investigacion dirigida.
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Por tal razdn, se plantea el siguiente interrogante de investigacion: ;Coémo promover el
aprendizaje sobre el aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios del helecho
Eupodium pittieri a través del modelo investigativo “como estrategia didactica”, en estudiantes
del Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales y Educacion Ambiental de la Universidad

Surcolombiana?
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4, Justificacion

Actualmente, en la formacidn de docentes especialmente en Ciencias Naturales, los
procesos de Ensefianza y Aprendizaje han tenido muchos modelos didacticos entre los cuales se
destaca la presencia del modelo tradicional puesto que no implica en gran medida los procesos
de (auto)critica y la (auto)reflexién de las actividades llevadas a cabo, ni tampoco la
contrastacion o complementacion practica. Sumado a ello, las estrategias aplicadas en estos
procesos de aprendizaje y contextos especificos, no poseen mayor trascendencia a niveles
curriculares de impacto social y educativo, por tanto el uso del aprendizaje basado en la
investigacion, sus estrategias para adquisicion de habilidades y destrezas cientificas, pueden
constituirse en pilares fundamentales en la formacion de docentes. Asimismo, el componente
experimental (practico) de las asignaturas es menester en el desarrollo de conocimiento cientifico
de la importacia biologica y quimica en plantas de la region surcolombiana a través de la
formacion de los Licenciados en Ciencias Naturales y Educacion Ambiental.

Esta investigacion pretende tal como se ha escrito, determinar la relacion entre el uso de
una estrategia pedagdgica y el aprendizaje derivado de ella en estudiantes de Licenciatura en
Ciencias Naturales; especificamente se investiga el impacto que genera la investigacion sobre el
aprendizaje de algunos conceptos fitoquimicos, precisamente sobre aquellos derivados del
planteamiento de la pregunta problema sobre la cual gira este trabajo.

En ese sentido, este estudio investigativo acoge el modelo pedagdgico del Aprendizaje
Basado en la Investigacion, el cual orienta el Proyecto Educativo del Programa de Licenciatura
en Ciencias Naturales en su componente teleoldgico. Es decir, a partir de la reflexion y la

autocritica, el grupo de investigadores ademas de acoger el modelo pedagdgico y ponerlo en
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accion, plantea la necesidad de aplicarlo en el ejercicio de la practica pedagdgica de los
estudiantes, como en la préctica profesional de sus egresados para fortalecer sus competencias
cientificas, ciudadanas y personales.

Finalmente, este estudio pretende demostrar la eficacia de la estrategia de la investigacion
en el aprendizaje de algunos conceptos disciplinares, especificamente sobre el aislamiento e
identificacion de algunos metabolitos secundarios de la especie Eupodium pittieri y con sus
resultados, proyectar su alcance hacia otras especies vegetales de la region y a otros campos

disciplinares.
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5. Objetivos

51  Objetivo General
e Promover el aprendizaje sobre el aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios
del helecho Eupodium pittieri a través del modelo investigativo, en estudiantes del Programa de

Licenciatura en Ciencias Naturales y Educacion Ambiental de la Universidad Surcolombiana.

5.2  Obijetivo Especificos

e Disefiar e implementar una estrategia didactica basada en la investigacion para promover
el aprendizaje sobre el aislamiento e identificacion de algunos metabolitos secundarios de la
especie vegetal Eupodium pittieri.

e Estimar la eficacia de la estrategia investigativa sobre el aprendizaje de algunos
conceptos fitoquimicos sobre extraccion e identificacion de algunos metabolitos secundarios de

la especie Eupodium pittieri.
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6. Marco Teorico

En el desarrollo de las bases conceptuales que soportan el presente estudio, es importante
aclarar que las definiciones planteadas, resultan de la construccién de aquellos aportes por parte
de los autores de la investigacion.

En primer lugar, se mencionan algunos aspectos importantes en cuanto al Aprendizaje
Basado en Investigacion, es decir, en relacion a la estrategia didéctica que permite promover el
aprendizaje sobre el aislamiento e identificacion de los metabolitos de fuentes naturales como lo
es la especie vegetal Eupodium pittieri. El aislamiento y posterior identificacion de los
metabolitos secundarios, es tan solo uno de los componentes de su bioprospeccion; de tal manera
que la intencionalidad del presente trabajo investigativo es propender para que el grupo
experimental se familiarice con el proceso de investigacion y a través de él, construya los

significados fitoquimicos involucrados en la busqueda investigativa.

6.1  Aprendizaje Sobre el Aislamiento e Identificacion de Metabolitos Secundarios

Es importante mencionar que la estrategia propuesta en la presenta investigacion se
propone con el fin de mejorar el aprendizaje de conceptos inherentes de la fitoquimica sobre el
aislamiento e identificacion de metabdlitos secundarios de fuentes naturales —como se ha hecho
mencion con anterioridad— se encuentra fundamentado bajo unas perspectivas pedagdgicas,
psicoldgicas y didacticas que se muestran a continuacion.

6.1.1. Paradigma actual del aprendizaje. De acuerdo a lo planteado por Campos y
Gaspar (1996) Citado por (Tunnermann, 2011, pag. 23) “El constructivismo es hoy en dia el
paradigma predominante en la investigacion cognoscitiva en educacion.” Sin embargo, hay que

tener en cuenta que, al momento de asociar el constructivismo con la educacién, a menudo, se
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puede apreciar que este enfoque se ha entendido como la forma de dejar en libertad a los
estudiantes para que de alguna manera aprendan a su ritmo; por lo que, en este caso, el docente
no interviene en dicho proceso. Esta concepcidn es erronea, ya que el constructivismo, de
acuerdo a Ortiz (2015) plantea que “hay una interaccién entre el docente y los estudiantes, un
intercambio dialéctico entre los conocimientos del docente y los del estudiante, de tal forma que
se pueda llegar a una sintesis productiva para ambos” (pag. 94).

Asi que, el constructivismo es un enfoque en el cual el estudiante se convierte en
protagonista del proceso interno, activo e individual del aprendizaje, donde estructura los
contenidos activamente, tomando en cuenta las concepciones que el docente promueve y facilita
para el proceso de aprendizaje a través de las estrategias didacticas novedosas. En ese sentido, la
construccion del conocimiento se basa en aprender y ensefiar, dejando de lado la repeticion y
acumulacion de conocimientos (Pozo y Gémez, 1998, pag. 23).

Sin embargo, se tendra en cuenta un modelo que permita incluir la investigacion
experimental en la resolucion de un problema especifico, en el cual los estudiantes se sientan
como los investigadores principales, dirigidos por coordinadores de investigacion. Lo que en
dicho caso explicita, un modelo que toma aspectos positivos del modelo de aprendizaje por
descubrimiento a manera de salvaguardar el modelo constructivista a su vez articula el
aprendizaje significativo como vinculo directo de la evolucion y aplicacion de los conocimientos
cientificos (Gil, 1991 citado por (Alvear , 2011, pag. 104).

6.1.2. El aprendizaje basado en investigacion. Esta estrategia permite de alguna manera
acercar a los estudiantes al contexto en el que trabajan todos los cientificos, es decir por medio
de investigaciones dar solucién a un problema en particular. Como lo menciona Franco Mariscal

(2015) “La investigacion en el medio escolar, centrada en los alumnos con un papel activo en el
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aprendizaje, es compatible y adecuada dentro de un marco constructivista” (pag. 232). Pero,
ademas de eso, es importante tener en cuenta la indagacion —estrategia de ensefianza-
aprendizaje, la cual permite aprender Ciencias a partir de la investigacion, ya que aporta
evidencias experimentales y evolucién del conocimiento cientifico escolar (Franco Mariscal,
2015). Ahora bien, de acuerdo a Vargas, 2002 citado en (Franco Mariscal, 2015, pag. 233) una
vez el estudiante se enfrente a una investigacion, debe demostrar que posee o desarrollara, un
conjunto de habilidades o destrezas interrelacionadas entre si. De esta manera, a traves de
procedimientos cientificos, y toda la rigurosidad que esta implica; el manejo de los contenidos
para la resolucion de la premisa de investigacion generara habilidades y competencias
promisorias caracteristicas en este caso, para los docentes en formacion en Ciencias Naturales y
Educacion Ambiental.

Es por ello que, el proceso de investigacion implica un trabajo colaborativo, es decir, el
desarrollo de habilidades tanto para los maestros como para los estudiantes, en donde se destaca
segun Gallego, Quiceno Serna y Pulgarin VVasquez (2014) “el indagar, discutir, reflexionar,
comunicar, organizar informacion, establecer conexiones con otros campos de conocimiento y
con otras personas o entidades que aportar a los procesos de investigacion” (pag. 931). Por otro
lado, para que el alumno participe en la construccion del conocimiento, Gil (1993) citado en
(Franco Mariscal, 2015, pag. 234), propuso un diagrama de investigacion con el fin de introducir
aspectos del estudio cientifico como “el enunciado preciso del problema, la construccion y
fundamentacion de modelos e hipdtesis contrastable, la necesidad de elaborar estrategias diversas
de contrastacion o la interpretacion y comunicacion de los resultados”. De manera que, todas las
habilidades y competencias cientificas que el estudiante va desarrollando se deben plasmar en

forma similar a como hacen los cientificos, justificando el problema, formulando objetivos e
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hipotesis, busqueda de informacion, antecedentes para la elaboracion de un marco tedrico,
elaboracion de un disefio metodologico, presentacion de resultados con su discusion y la emision
de conclusiones (Franco Mariscal, 2015).

Ahora bien, una de las actividades para el desarrollo del aprendizaje basado en
investigacion, son las denominadas précticas de laboratorio, estas son un complemento para la
ensefianza- aprendizaje de los estudiantes, ya que en ellas, segin Cardona Buitrago (2013) se
busca el “desarrollo de habilidades manipulativas y de medicion, para la verificacion del sistema
de conocimientos, para aprender diversas técnicas de laboratorios y para la aplicacion de la teoria
de errores empleada para el procesamiento de la base de datos experimental” (pag. 4). Por lo que
este tipo de actividades de cierta forma, facilita el aprendizaje propio de los estudiantes a través
de la investigacion, el desarrollo y la reflexion critica; asi que, no es simplemente la “transmision
de conocimientos”, sino mas bien una secuencia didactica para la aplicacion de los conceptos,
uso de instrumentos para lograr un buen aprendizaje, asociacion y retencion de nuevos conceptos
(Cardona Buitrago, 2013, pag. 3).

Por lo anterior, los perfiles de los investigadores favorecen la construccion de los
conocimientos cientificos por parte de los estudiantes, debido a la accion paralela de orientacion
en el proceso educativo, la familiarizacion de las metodologias cientificas en el desarrollo de
habilidades, actitudes y capacidades positivas, necesarias para la formacion de Docentes en
Ciencias Naturales y Educacion Ambiental (Alvear , 2011, pag. 104).

Es por ello, que se tienen en cuenta los aspectos relacionados a las concepciones en el
desarrollo de la secuencia de aprendizaje que gira en torno al desarrollo de las actitudes y
habilidades cientificas, entre otras, empleando como eje articulador el aislamiento e

identificacién de metabolitos y lo que ello implica a nivel experimental mediante la resolucién de
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un problema de investigacion concerniente a cuales son aquellos metabolitos del helecho
Eupodium pittieri que permiten potenciar el crecimiento del vello facial en el municipio de
Acevedo, Huila.

6.1.3. Concepciones. Dentro del proceso de ensefianza — aprendizaje, resulta algo
complicado definir las concepciones, estas, tal como menciona (Tobin & Lamaster, 1995) se
encuentran ligadas al desarrollo de un sistema de creencias por parte de un individuo, por lo que
alberga todas esas creencias y representaciones adquiridas a traves del proceso de transmision
cultural. Por lo que las concepciones vienen acompafiadas de algunas simplificaciones, vacios,
dificultades y confusiones, que, por su parte se relacionan a las experiencias vividas dentro del
proceso educativo del sujeto.

Dentro de este proceso, tal como afirma Pozo y Gémez (2000), pag. 17, estas concepciones
se encuentran enmarcadas dentro de un proceso de construccion de modelos y teorias para la
generacion de ciertas destrezas y habilidades en la experiencia del individuo, asi, estas
concepciones a lo largo del proceso, pueden transformarse enmarcadas en una reestructuracion
con base en nuevas interacciones junto a experiencias del sujeto.

La transformacidn de esas concepciones, segin Campanario y Otero (2000), pag. 160,
evolucionan a medida que avanzan en el sistema educativo, por lo que esta evolucion es el
resultado de la forma en que los sujetos toman contacto con el conocimiento cientifico y en como
dicho conocimiento es presentado y utilizado. Segun Hodson (1994), pag. 307, las experiencias
escolares que influyen en las concepciones de los alumnos son de dos tipos: las planificadas
explicitamente y las que no lo son.

6.1.4. Aprendizaje de la quimica, biologia, fitoquimica. La fitoquimica, tal como se ha

afirmado en anteriores apartados y como resaltan Castillo Olvera, Zavala Cuevas y Carrillo
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Inungaray (2017), esta disciplina resulta una herramienta para el conocimiento del potencial
bioldgico y farmacoldgico que poseen las distintas especies vegetales. Asi, dada la naturaleza de
esta rama de la quimica, resulta como un solido fundamento tedrico la relacion que presenta
entre la quimica y biologia, asi como con las diferentes disciplinas experimentales en la que ésta
se desarrolla y se aplica.

En ese sentido vale la pena resaltar lo mencionado por Quintero Londofio y Reyes Saenz,
(2016), en donde resaltan que los distintos procesos de experimentacion que se originan por
medio del uso de especies vegetales junto a aquellos conceptos que estas enmarcan, se pueden
emplear como inicio para la busqueda de multiples estrategias que permitan la explicacién junto
a la comprensidn de los distintos conceptos quimicos y bioldgicos en el aula de clase actual. Los
mismos autores mencionan que por medio de una integracion entre el trabajo tedrico con el
practico, se puede promover la participacion activa de los estudiantes, como herramienta
fundamental para el aprendizaje de la quimica.

Dado el alto caracter experimental en el cual la fitoquimica se desarrolla, hace que se
permita una integracion en los estudiantes hacia la comprension de conceptos, desarrollo de
habilidades experimentales, promocion de actitudes cientificas como la observacion,
comparacion, clasificacion, analisis, sintesis, toma de decisiones, integracion y aplicacion de
conocimientos disciplinares, por lo que, como resalta (Quintero Londofio y Reyes Saenz, 2016,
pag. 4), la integracion de la fitoquimica en el aula favorece y promueve el aprendizaje de las
ciencias naturales, pues le permite al estudiante cuestionar sus saberes, de manera que logre
confrontarlos con la realidad; de esta manera, el uso de las distintas especies vegetales como
recurso didactico, es una interesante alternativa en el proceso de ensefianza - aprendizaje de las

ciencias naturales, ya que el andlisis quimico y bioldgico de estas, se puede emplear como una
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estrategia Util con la que logre relacionar aspectos teérico-practicos ensefiados en el aula con su
cotidianidad.

6.1.5. Secuencias didacticas. Las unidades didacticas surgen como respuesta a la
necesidad del docente de ciencias naturales de organizar y dar respuesta a interrogantes como
¢Cbémo inicio mis clases? ;Qué contenidos incluyo en las lecciones? ;Qué précticas de
laboratorio debo incluir?, en este sentido, Sdnchez Blanco y Valcarcel Pérez (1993), pag. 33,
estipulan que la planificacion y secuenciacién de las unidades didacticas de aprendizaje
conforman una herramienta para la planificacion de la ensefianza y la conformacion de espacios
de aprendizaje estimulantes.

Una de las relevancias del disefio de Unidades Didacticas en Biologia y Quimica, radica en
la formacion del pensamiento cientifico, de modo que como afirma Quintanilla, Merino, y Daza,
(2010) péag. 4, los estudiantes captan una tematica de actualidad de modo que logren relacionar
hacia su importancia practica, de manera que, la ensefianza y el aprendizaje de las ciencias bajo
un enfoque de promocidn de competencias de pensamiento cientifico, ocasionan desafios para la
iniciativa, innovacion y, adicionalmente, la actividad creativa de profesores y estudiantes.

Por su parte, Sanmarti (2002), pag. 71, resalta que existen muchas propuestas para la
elaboracion y disefio de unidades didacticas, sin embargo éstas de manera general intenta reflejar
lo que puede ser la preparacion de una leccion, desde la transposicion de los contenidos
cientificos, disefio de las distintas actividades, contrastacion de los problemas didacticos que
pueden aparecer, por medio del abordaje de los elementos estipulados en el curriculo, como se ha
venido mencionando, el ;Qué ensefar?, ;a quién ensefiar?, ;cOmo ensefiar?, ¢cuando ensefiar?,

(para qué ensefar?, ¢por qué ensefiar?, ;como evaluar?, etc.
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En ese sentido, se pretende articular el aprendizaje basado en investigacion empleando el
desarrollo de proyectos de investigacion, donde se resolvio los interrogantes en la elaboracién de
la secuencia didactica de aprendizaje sobre los temas inherentes a la extraccion e identificacion
de aquellos metabolitos secundarios de mayor presencia, ejecutando una pequeria parte de la
bioprospeccion del helecho Eupodium pittieri.

Basados en lo anterior, la diversidad metabdlica de la especie vegetal permitié el desarrollo
de investigaciones en aras de aislar e identificar metabolitos de gran importancia como lo son los
Flavonoides, Saponinas, Terpenos y/o Esteroides, Alcaloides, entre otros., donde los estudiantes
como “investigadores” son asesorados por los docentes (investigadores en la presente propuesta
investigativa) para la resolucién del problema de investigacion asignado.

6.1.6. Proyectos de investigacion. La ejecucion de proyectos de investigacion, es la
estrategia metodologica seleccionada en el marco del desarrollo del modelo investigativo, como
estrategia de aprendizaje, el cual permite resolver preguntas que responden a un mismo eje
problémico, muy atil en la formacidn de profesionales con caracter critico en investigacion
donde las condiciones y ambientes que se proporcionan, retroalimentan los sujetos generando
apropiacion hacia y desde el proyecto, teniendo en cuenta, que responde a una problematica en
particular. En este contexto, la ejecucion de proyectos es una estrategia organizativa,
articuladora, formativa e investigativa que tiene como objetivo converger en la formacion de
docentes Investigadores en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia (Moreno , 2014, pags.
119-121).

Los diferentes proyectos a ejecutar se centraran en torno a responder el siguiente
interrogante ¢Cuales son los metabolitos secundarios de mayor presencia en la especie vegetal

Eupodium pittieri? se conoce que la especie vegetal presenta metabolitos secundarios de interés
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en investigaciones como son los Flavonoides, Saponinas, Terpenos y/o Esteroides, Alcaloides,
entre otros que hacen parte de su diversidad metabdlica (Castafieda, Morales y Valderrama.
2019).

En ese sentido, los pilares que conforman los distintos trabajos de investigacion seran orientados
de tal forma que los grupos centren el desarrollo de esta en el aislamiento e identificacion de un
metabolito determinado para lo cual, se requieren habilidades cientificas y de pensamiento que se
esperan consolidar, afianzar y fortalecer como fuente importante en el proceso de formacion de

docentes en Ciencias Naturales.

6.2  Bioprospeccion de la Especie Vegetal

La bioprospeccion, es el estudio sistematico y desarrollo de las bases cientificas que
soportan los potenciales biomédicos, farmacologicos o de la medicina tradicional de nuevas
fuentes naturales de compuestos quimicos en ese sentido, persiste un valor comercial de dicho
potencial en la sociedad en general. A continuacion, se abordan algunas tematicas inherentes al
desarrollo metodoldgico de la bioprospeccion del helecho Eupodium pittieri.

6.2.1. Generalidades de la familia Marattiaceae y del género Eupodium. Es importante
reconocer la biodiversidad vegetal dentro de la cual nos encontramos inmersos en la region
Surcolombiana, como se ha mencionado anteriormente, en el reino Plantae se encuentran “los
helechos, los cuales hacen parte del grupo de aquellas plantas espordgenas, es decir, que se
reproducen por medio de esporas y no mediante semillas” (Méndez y Murillo, 2014, pag. 8).
Estas plantas vasculares poseen alrededor de 11000 especies que se encuentran ampliamente
distribuidas alrededor del mundo, pero principalmente en zonas tropicales y subtropicales de

Ameérica y del sur de Asia (Tryon, R., y Tryon, A., 1982 citado por (Méndez y Murillo, 2014,
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pag. 11). Es importante destacar que en Colombia crecen aproximadamente 120 géneros de
pteridofitos y 1.300 especies (Murillo Pulido y Harker Useche, 1990).

Una de las familias més primitivas de los helechos es la Marattiaceae, perteneciente al
orden Marattiales. De acuerdo a lo planteado por Lavalle y Mengascini (2007), pag. 79, esta
familia vegetal incluye 5 géneros: Angiopteris, Archangiopteris, Christensenia, Danaea y
Marattia. Estas plantas son terrestres, con frondas monomdrficas o dimorficas. Su rizoma es
erecto, carnoso con peciolo acanalado adaxialmente; ademas tiene una distribucion pantropical
(Triana Moreno y Murillo, 2005, pag. 82).

6.2.2. Taxonomia. Tal como se evidencia en la clasificacion taxonémica presente en la
Tabla No. 4., la especie vegetal se encuentra dentro de la familia Marattiaceae, a su vez, a través
de la llustracion No. 1., se aprecia que esta especie vegetal se caracteriza por ser terrestre, por
tener un rizoma carnoso que junto a la base del peciolo esta cubierto con dispersas escamas
lineares, su hoja es dimdrficas y sus esporangios se encuentran fusionados en sinangios
abaxiales, elipsoides, pedunculados, dehiscentes en dos valvas (Méndez y Murillo, 2014). Es
importante destacar que el E. pittieri es una especie neotropical, que se distribuye principalmente
en la region Andina entre los 1400 y 3000 m de altura en Colombia (Méndez y Murillo, 2014). A

continuacion, se presenta la clasificacion taxonomica de la especie de estudio:

Tabla No. 4 Clasificacion taxondémica de la especie sometida a estudio Eupodium pittieri. Tomado de: Colecciones
Cientificas del Instituto de Ciencias Naturales (ICN) de la Universidad Nacional de Colombia, por (Hagemann,
2012)Universidad Nacional de Colombia.

Reino Plantae

Phylum Pteridophyta

Clase Marattiopsida
Orden Marattiales

Familia Marattiaceae
Género Eupodium

Epiteto especifico pittieri

Autor (Maxon) Christenh.
Fecha determinacion 1 de agosto de 2011
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lHustracion No. 1 Fronde de la especie E. pittieri. Tomado de (Orozco 2015).

6.2.3. Usos comunes de los helechos. A menudo se puede observar que algunas plantas
son consideradas de gran utilidad dado al potencial que tienen; entre esas plantas se encuentran
los helechos, los cuales, tradicionalmente se utilizan con fines ornamentales, medicinales,
alimenticios, horticultura, como fertilizante, en la construccion y como sustratos de otras
especies. De acuerdo a lo planteado por Mufiiz, Mendoza Ruiz y Pérez Garcia (2005) “En
muchas ciudades del mundo, los helechos son cultivados con el objeto de explotarlos como
plantas de ornato para jardines publicos y privados” (pag. 118), para el uso ornamental. En este
caso, especies como Adiantum cuneatum, A. macrophyllum, A. tenerum, Asplenium cristatum,
entre otros son los mas cultivados.

Es muy comun percibir que los helechos se utilicen en la medicina tradicional con el
propdsito de servir como tratamiento para las distintas enfermedades, por ejemplo, para tratar la
Ulcera, contusiones, quemaduras se usan Acrostichum aureum, Asplenium marium, Dicranopteris
linearis (Mufiiz et al., 2005, pag. 119). Por otro lado, es importante destacar la aplicacion que se

le dan a las pteridofitas para el uso alimenticio, puesto que, en muchas comunidades de México,
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la consumen ya sean cocinadas, en encurtidos, en ensaladas o simplemente crudas; un ejemplo
claro se presenta con la especie Marattia salicina (Mufiiz et al., 2005, pag. 120).

A nivel general se ha evidenciado que algunas plantas vasculares presentan almidon con el
fin de fijar afinidades entre ellas, un ejemplo muy particular es planteado por Czaja (1978)
(citado en (Lavalle & Mengascini, 2007, pag. 80), donde en un estudio realizado, se registro e
ilustro por primera vez granos de almidon en tres géneros de la familia Marattiaceae, a los que
agrupo con las monocotiledéneas debido a su forma. Hay que mencionar, ademas que, los
extractos de algunas plantas -helechos, son frecuentemente aplicados como ingredientes para
aquellos productos de cosmetologia y dermo-farmacologia dado a sus acciones antioxidantes,
antiinflamatorias, calmantes, exfoliantes, etc., (Farras, Terrado y Lépez, 2017). De lo anterior, se
puede asociar que, en la region de Acevedo, Huila, la comunidad utiliza la especie vegetal

Eupodium pittieri como tratamiento farmacoldgico para el crecimiento del vello facial.

6.3  Tamizaje Fitoquimico

La fitoquimica, es una disciplina que comprende “el estudio de metabolitos secundarios
presentes en especies vegetales, los cuales pueden ser fenoles y polifenoles, quinonas, flavonas y
flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides y aceites esenciales, alcaloides, lectinas y
polipéptidos, glucdsidos y saponinas” (Prashant, Bimlesh, Mandeep, Gurpreet, y Harleen, 2011)
citado por (Castillo et al., 2017). Conviene destacar que, para identificar aquellos compuestos
que se encuentran presentes en las plantas, se suelen utilizar diversas técnicas como por ejemplo
el tamizaje fitoquimico.

“El tamiz fitoquimico consiste en la obtencion de extractos de plantas con solventes

apropiados, tales como agua, acetona, alcohol, cloroformo y éter. Otro solvente, el
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diclorometano, se usa especificamente para la extraccion de terpenoides” (Prashant et al., 2011
citado por (Castillo et al., 2017); por tanto, el tamizaje fitoquimico permite de cierta manera,
identificar cualitativamente aquellos grupos quimicos presentes en las plantas, para asi
seguidamente obtener los extractos de interés. Es de mencionar que la importancia radica en
obtener la diversidad metabdlica de cada extracto indicando la presencia de los metabolitos
secundarios de referencia mediante la representacion de signos positivo (+) y negativo (-)

asimismo, indicando la abundancia de estos compuestos en cada uno de los extractos.

6.4  La Fitoquimicay la Etnobotanica

La fitoquimica es un campo multidisciplinario, el cual tiene como objeto de estudio la
bioguimica de los organismos vivos fundamentalmente especies vegetales. Este campo del saber,
se nutre directamente del conocimiento Etnobotanico, permitiendo reconocer los procesos
metabdlicos que dan origen a una mega diversidad estructural, responsables de actividades
bioldgicas como lo predispone el conocimiento tradicional (Castiblanco, 2014).

Las plantas con potenciales biolégicos, han sido ampliamente estudiadas por las
comunidades indigenas dotando particularmente a éstas de un interés religioso. En ese sentido, la
fitoguimica se encarga de otorgar un soporte cientifico a dichas actividades de interés bioldgico e
industrial.

El Huila, es un departamento que posee las caracteristicas propias del tropico, lo que ha
generado un amplio espectro de diversidad faunistica y floristica. No obstante, y pese a la gran
presencia de conocimiento etnobotanico, las actividades bioldgicas han sido poco estudiadas a
nivel cientifico razon por la cual, se constituye a la fitoquimica como una linea de investigacion

de gran importancia.
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6.5 Metabolismo Secundario y Actividades Bioldgicas

Diversas investigaciones en plantas, manifiestan que las familias taxondmicas tienden a
producir una serie de compuestos afines y de interés en la produccién de medicamentos. Es por
esta razon que surge la Quimiotaxonomia como una forma promisoria para la clasificacion de los
metabolitos secundarios conforme la familia vegetal productora.

Las plantas al igual que muchos otros organismos vivos poseen sistemas complejos de
nutricién, crecimiento, defensa, entre otros que estan ligados al comportamiento externo del
lugar como el clima, temperatura, humedad y tiempo atmosférico. Es asi, donde las condiciones
externas e internas promueven la produccion de los metabolitos originarios de rutas metabolicas
secundarias en estrecha relacion con las funciones fisioldgicas demandadas por el entorno.

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos producto de rutas metabdlicas
como: Acetato-Malonato (Policétidos, Acidos Grasos, Macrélidos), acetato-mevalonato
(Terpenoides, esteroides), DOXP-MEP (Hemiterpenoides, Carotenoides), Acido Siquimico
(Taninos, Lignanos, Cumarinas, Algunos alcaloides, quinonas y demas) o metabolitos derivados
de dos 0 mas rutas, asi como también de aminoacidos no aromaticos para el caso de los
alcaloides.

En ese sentido, los compuestos de origen natural se han identificado por presentar
potenciales originarios de conocimiento tradicional, siendo caracterizados como también
clasificados de acuerdo a sus potenciales a nivel fisiologico-funcional en un organismo vivo. Se
conoce que compuestos como los polifenoles, antioxidantes metabolitos presentes en el vino de
uva ayudan a “retardar” el envejecimiento por la captura de los radicales libres como principal

potencial de los mismos a nivel bioldgico ademas diversos variaciones a nivel estructural
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también determinan el comportamiento como antiinflamatorios, vasodilatadores, cardiotonicos
entre otras propiedades beneficiosas para los seres vivos, especialmente de interés para la
busqueda de nuevas fuentes de principios activos en la produccion de farmacos (Quifiones,

Miguel y Aleixandre, 2012, pag. 82).

6.6  Técnicas de Separacién de Compuestos Naturales

La diversidad de compuestos quimicos producto del metabolismo de los organismos, hace
dispendiosa la labor de obtencion de los principios activos de interés. Es por ello, que, a partir
del conocimiento de la actividad y las pruebas cualitativas, se obtiene una prospeccion de la
funcionalidad bioldgica con relacion a los compuestos quimicos identificados
colorimétricamente.

En algunos casos, la mayor parte de compuestos de interés son aquellos que se encuentran
en gran presencia. No obstante, en la fitoquimica es de vital importancia separar e identificar la
mayor cantidad de compuestos naturales presentes, la razon de ello, es debido al poco
conocimiento cientifico que existe.

En este sentido, la separacion de compuestos esté relacionada directamente al estudio
preliminar, cada molécula de interés posee cierta particularidad estructural, lo que ayuda a
emplear técnicas de cromatografia en capa fina y columna.

6.6.1. Cromatografia en columna. Esta, hace parte de una de las técnicas mas comunes
empleadas en la separacion analitica de compuestos quimicos, de manera que, tal como
menciona Skoog, (2015), pag. 862, su fundamento consiste en el empleo de un tubo de diametro
determinado en el que se encuentra un solido que sostiene la fase estacionaria, por lo que, la

mezcla analitica a separar se encuentra distribuida en la fase movil, la cual es introducida en la

52



cabeza de la columna, de modo que esta de distribuye entre la fase movil y la fase estacionaria,
asi, el proceso de elucion ocurre posteriormente al desplazar los componentes de la muestra
analitica a través de la columna por medio de la adicién continua de una fase movil nueva.

6.6.2. Cromatografia en capa fina. Con fundamento similar al anterior, esta es una
técnica analitica que cuenta con un alto nivel de sencillez y practicidad en el momento de
determinar la naturaleza de los analitos presentes, asi, rescatando lo enunciado por Castillo,
Ortega , Carabeo, Delgado y Michelena (2007), pag. 14, en esta técnica la muestra a analizar se
deposita cerca de un extremo de una lamina de vidrio o aluminio recubierta de la respectiva fase
estacionaria (gel de silice), por lo que al contacto de la ldmina con el respectivo solvente de la
fase movil, a medida que esta asciende por capilaridad, ocurre un reparto diferencial entre los
compuestos presentes en la mezcla a analizar.

Es de mencionar que las técnicas de separacion que a continuacion se citan, corresponden
al objetivo planteado, resultado esperado, asi como la cantidad de extracto o fraccion disponible

con el fin de optimizar los procesos de separacion y posterior identificacion espectroscépica.

6.7  Técnicas Modernas de Identificacion Estructural

En este apartado se presentan algunas técnicas dentro del analisis quimico, entre las cuales
se destaca el favorecimiento de la determinacion cualitativa de la naturaleza de las distintas
muestras quimicas en cuestion, las cuales se abordaran a continuacion

6.7.1. Identificacion espectroscépica mediante absorcion en el ultravioleta visible (uv-
vis). Respecto a esta técnica espectroscopica, no se puede afirmar que proporciona de manera
inequivoca la identificacion de algiin compuesto organico en particular, sin embargo, este

método resulta Gtil de manera que aporta a la descripcion de la naturaleza de las especies
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quimicas en cuestion, por lo que en ese sentido Skoog, Holler y Nieman, 2001, pag. 4, menciona
que el espectro de absorcién en el ultravioleta y visible es un método Util en cuanto a la deteccion
de aquellos grupos funcionales que actian como cromoforos, de manera que resulta un método
de importancia en la determinacion de la naturaleza del compuesto analitico en cuestion, por lo
que, la mayoria de los grupos insaturados y heteroatomicos que tienen pares de electrones no
compartidos, son croméforos potenciales y estos grupos son la base de la elucidacién de grupos
estructurales en las moléculas activas en el espectro UV.

6.7.2. Identificacion espectroscopica mediante absorcién en el infrarrojo (IR). La
espectroscopia infrarroja registra la flexion y vibracién de los enlaces presentes en las moléculas,
por lo que hace empleo de este espectro en un intervalo entre 400 a 4000 cm™, por lo que tal
como recalca Dupont y Gokel (1985), pag. 137, la observacién de los espectros en el infrarrojo
resulta de la interaccion entre la radiacion electromagnética de la longitud de onda adecuada con
las vibraciones en la molécula producto de esta interrelacion. Dado que son altas las
probabilidades de movimientos y vibraciones de los enlaces de las moléculas, en el espectro ir se
pueden obtener multiples sefiales, sin embargo, esta técnica ha venido siendo de gran
importancia en la determinacion de la naturaleza de los grupos funcionales presentes en la
mayoria de compuestos quimicos.

Lo anterior constituye el componente disciplinar de este proyecto, que se basa en el
aislamiento e identificacion de los compuestos quimicos, asi como su evaluacion bioldgica entre
otros. Sin embargo, cabe destacar que el conocimiento cientifico no solo se basa en la generacién
de soporte de dichos potenciales naturales, sino que ademas incluye la capacidad de trasmitir esta
informacion o este conocimiento de técnicas y habilidades a un ambito de aprendizaje como lo es

en la formacion de docentes en Ciencias Naturales y Educacion Ambiental.
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7. Metodologia

En el presente apartado, se realiza una descripcion de los aspectos metodoldgicos que se
desarrollaron en el proyecto de investigacion haciendo énfasis a un enfoque mixto, mediante un
disefio metodolégico cuasi experimental y el andlisis de datos estadisticos, utilizando una técnica
de recoleccion de datos provenientes de un cuestionario tipo Likert validado por expertos en la

tematica.

7.1  Tipo de Investigacion

Haciendo una revision documental que soporte los diferentes aspectos metodolégicos para
el desarrollo del proyecto de investigacion, dentro de los diferentes tipos de investigacion que se
cuentan en la actualidad, se encuentra gque el presente trabajo se enmarcara bajo el tipo de
investigacion mixta, segun Hernandez, Fernandez y Baptista (2006), pag. 755, este tipo de
investigacion se destaca por el proceder entre la unién de los enfoques cuantitativo y cualitativo,
en el cual se procedera a realizar unos cuestionarios tipos escala Likert, previamente validados,
en donde se pretende conocer el nivel de conocimientos en un momento previo y posterior a un
momento didactico. Por su parte, también se obtendran datos de investigacion producto del
desarrollo de los proyectos junto al trabajo practico, en donde se pretende conocer aquellos
conocimientos, procedimientos y habilidades propias de la fitoquimica. El analisis e
interpretacion de los datos cuantitativos y cualitativos recopilados a lo largo de la investigacion,
permitira establecer la relacién entre el uso de investigacion como estrategia didactica para

lograr el aprendizaje de conceptos y procedimientos asociados a la fitoquimica.
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7.2  Disefio de Investigacion

Tal como se ha afirmado anteriormente, el desarrollo del tipo mixto de investigacion, trae
como ventajas, segun Creswell, 1998 citado por (Hernandez et al., 2006, pag. 755), el acceso a
datos cuantitativos y cualitativos, permite emplear ambas fuentes de datos para entender con
mayor profundidad y amplitud el problema de investigacion planteado. Dada la naturaleza del
presente estudio es necesario abordar el disefio de investigacion cuasiexperimental, segin
Balluerka y Vergara (2002) este responde a aquellas situaciones fuera del contexto de un
laboratorio, donde no es posible una aleatorizacién de los sujetos, ni se tiene el control de las
variables como se haria en un entorno de laboratorio. Dada la aleatoriedad de las variables
Aprendizaje e Investigacion hace que se opte por este disefio de investigacion, el cual trae como
ventajas, segun Balluerka y Vergara (2002) el disefio cuasiexperimental puede ofrecer una
evidencia fuerte del impacto de la estrategia por medio de los datos recopilados, lo que permite
entender con mayor profundidad y amplitud el problema de investigacion planteado. En ese
sentido, de acuerdo a lo planteado por Balluerka y Vergara (2002), pag. 20, para esta
investigacion se ha seleccionado el disefio longitudinal, dado que este se caracteriza porque se
toman varias medidas de la variable de respuesta para los sujetos de estudio en periodos de
tiempo determinado, lo que permite cumplir el objetivo de estudiar los procesos de cambio en
funcién del tiempo y explicarlos.
7.3 Tecnicas de Recoleccion de Informacion

Con base en lo expuesto anteriormente y acorde a los objetivos de investigacion, se ha
seleccionado como técnica de recoleccion de informacion un cuestionario tipo Likert que permite
obtener las ideas o concepciones previas y finales en dos momentos especificos —pre y post—

de la intervencion didactica basada en el aprendizaje por investigacion.
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7.4  Cuestionario

El cuestionario que se va a implementar en la investigacion consta de portada,
introduccion, instrucciones para dar dichas respuestas. De acuerdo a Hernandez et al. (2006)
proponen que la Portada debe constituir la caratula, en general, debe de ser atractiva
graficamente para favorecer las respuestas, debe de incluir el nombre del cuestionario y el
logotipo de la institucién que lo patrocina. En la introduccion se incluye el proposito general del
estudio para el sujeto encuestado y por ultimo las instrucciones de manera claras y sencillas, para
asi dar inicio al desarrollo del cuestionario.

Es importante destacar que el cuestionario es de tipo Likert, lo cual ayuda a cuantificar y
globalizar el nivel de satisfaccion frente a una afirmacién mediante una escala determinada por
los investigadores que reduce el sesgo en las respuestas, es la técnica mas utilizada y de bajo
costo que se ajusta a la investigacion cuasi experimental, ademas permite la recoleccion de
informacion en los tiempos definidos antes y después de la intervencion didactica. Por ende, tal
como se evidencia en el Anexo No.1, se ha construido y validado un total de veinte afirmaciones
basado en un plan de evaluacion sobre los temas inherentes al aislamiento e identificacion de
metabolitos secundarios de origen vegetal.

7.5  Intervencién Didactica

Asimismo, dada la relacion de la intervencion didactica y su naturaleza experimental,
plantea el desarrollo de proyecto de investigacion que proporciono la estrategia metodologica
adecuada para generacion del aprendizaje sobre aislamiento e identificacion de los metabolitos
secundarios de la especie vegetal. Tal como se plantea en el Anexo No.3, los investigadores

principales consideran las acciones que hacen parte del proceso de aprendizaje, asi como las
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indicaciones para cada etapa del proyecto, asesorias, que permitieron a cada grupo llegar hacia el
objetivo propuesto en su investigacion.
7.6  Etapas de la investigacion

La investigacion considera tres etapas cruciales que se mencionan a continuacion de la
siguiente manera.

7.6.1 Etapa inicial. Durante el desarrollo de esta etapa, se realiza la busqueda del material
bibliogréafico que soporta la investigacion; sus referentes tedricos y sus antecedentes sobre los
temas inherentes al aprendizaje de la fitoquimica especialmente lo que se relacionan
principalmente con el aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios de especies
vegetales mediante investigacion dirigida o bien llamada aprendizaje basado en investigacion.

7.6.2. Etapa de desarrollo. Las etapas para el desarrollo de la propuesta investigativa
contemplan dos momentos cruciales: el primero hace referencia a la apropiacion de los saberes,
métodos y técnicas disciplinares asociados a la fitoquimica como parte de la bioprospeccion en
especies vegetales de los directores de investigacion. Asimismo, se presenta el manejo
investigativo en lo conceptual, cognitivo y didactico de la estrategia sobre el Aprendizaje Basado
en Investigacion desplegando de esta las fases y actividades para desarrollo de la presente
investigacion. Por esta razén, se presenta a continuacion las consideraciones mencionadas para
el grupo investigador y desarrollo de la propuesta.

7.6.2.1. Rol del grupo investigador. Como menciona Gil (1993) citado en (Pozo y Gémez,
1998, pag. 268) posicionar a los sujetos de aprendizaje en un contexto similar al del cientifico
supone el rol del profesor como un director de investigacion. En ese sentido, se ilustra a

continuacion las experiencias consigandas de los tres investigadores principales en cuanto a la
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formacidon conceptual, procedimental y actitudinal asociados a la investigacion fitoquimica asi
como a la investigacién en los procesos de aprendizaje de las Ciencias.

En cuanto a la formacidn disciplinar y procesos de investigacion se comparte la presencia
desde la constitucion del Semillero de Investigacion en Quimica de la Universidad
Surcolombiana SIQUS aprobado bajo Acuerdo 260 del 2017 de la Facultad de Educacién,
asociado al Grupo Quimico de Investigacion y Desarrollo Ambiental (Quidea) avalado por
COLCIENCIAS en categoria B ademés en ese marco de investigacion se ha realizado el
proyecto de investigacion “Evaluacion bioldgica de los extractos del helecho Eupodium pittieri
empleado en el crecimiento del vello facial en el municipio de Acevedo-Huila” financiado por la
Vicerrectoria de Investigacion y Proyeccién Social VIPS 2018 con codigo 2835 en el cual se
presentan aportes disciplinares desde la fitoquimica, técnicas y métodos empleados en la
bioprospeccion de la especie vegetal. Sumado a ello, ademaés del proceso formativo en Quimica
también los tres investigadores han sido participes durante cinco semestres de las actividades del
Semillero de Investigacion en Microbiologia de la Universidad Surcolombiana —Virhobac.

Cabe mencionar que durante las estancias en los semilleros, se fortalecieron los procesos
investigativos, la elaboracion de propuestas disciplinares y didacticas ademas de la adquisicion
de habilidades cientificas en el laboratorio asi como también capacidades de lectoescritura,
fundamentales para la produccién de articulos cientificos, resimenes entre otras obras., que han
sido presentadas en el marco de eventos cientificos, pedagogicos y didacticos a nivel regional,
nacional e internacional.

De igual manera, la Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia a la
cual se aspira obtener el titulo, cuenta con una planta docente fuerte, muy garante en cuanto a

investigacion lo que ha otorgado asignaturas claves en la innovacion del proceso de ensefianza de
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las Ciencias Naturales siendo fuentes de inspiracion para la consolidacion de la propuesta
planteada.

7.6.2.2. Desarrollo de la propuesta. En concordancia anteriormente mencionado, la
poblacion de estudio a la cual dirige la atencion el trabajo de investigacion, son los estudiantes
de la Licenciatura en Ciencias Naturales y Educacién Ambiental especialmente aquellos
docentes en formacion inscritos en el componente flexible de Fitoquimica en la cohorte del
2019-1. Dicha asignatura cuenta con un desarrollo netamente tedrico, impedimento que socaba
en la utilizacién de una metodologia tradicional cuyas limitaciones estan presentes en la
adquisicién de habilidades cientificas, procedimentales y actitudinales dejando excluido el
componente conceptual frente a la quimica de las plantas.

Dado que el componente flexible conté para el periodo 2019-1 con 26 personas
matriculadas, esta muestra poblacional fue dividida aleatoriamente en dos grupos poblacionales,
un grupo control de 12 estudiantes, y un grupo experimental de 14 estudiantes. Lo anterior, fue
producto de una eleccion en funcion a los intereses del estudiantado; en un inicio se planed
dividir la muestra en grupos de 13 estudiantes respectivamente, pero dado que, al observar una
actitud positiva junto a una excelente recepcion por parte del estudiantado para ser parte del
desarrollo de la intervencién didactica, se optd por 14 estudiantes para el grupo experimental.

En ese sentido, el grupo control desarrollaron los contenidos de la forma convencional del
curso de fitoquimica, en donde se abordan conceptos tedricos con poca inmersion practica a
nivel de laboratorio. En contraste, el grupo experimental sigue las actividades propuestas en el
presente estudio por medio del desarrollo de la estrategia de aprendizaje basado en investigacion
extrayendo e identificando los metabolitos secundarios presentes en el helecho Eupodium pittieri

por lo anterior, inicialmente se realiz6 una caracterizacion de las estructuras conceptuales
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iniciales y finales para cada grupo mencionado a traves de un cuestionario elaborado con el fin
de determinar la eficacia de la variable correspondiente a la estrategia didactica de la
investigacion en la busqueda del aprendizaje sobre el aislamiento e identificacion de metabolitos
propuestos a lo largo del trabajo, a través del respectivo tratamiento estadistico inferencial.

A partir del segundo objetivo especifico, se pretende demostrar la eficacia de la estrategia
implementada a través de su relacion con el aprendizaje alcanzado por medio de esta. En
consecuencia, se realizé el planteamiento de las respectivas hipétesis y su docimasia gracias a lo
cual, se puede afirmar o negar la pertinencia o efectividad de la estrategia pedagdgica. De
acuerdo con lo planteado por Martinez (2012), pag. 323, se planted como hipétesis nula (Ho) que
el aprendizaje basado en la investigacion no permite la definicion de algunos conceptos
fitoquimicos en estudiantes de la Licenciatura en Ciencias Naturales de la Universidad
Surcolombiana. De tal manera, se tiene como hipotesis alternativa (Ha) que el aprendizaje
basado en la investigacion permite la definicion de algunos conceptos fitoquimicos en
estudiantes de la Licenciatura en Ciencias Naturales de la Universidad Surcolombiana.

A continuacion, se hace referencia al desarrollo metodoldgico llevado a cabo en los dos
grupos de estudio durante el desarrollo de la presente investigacion. En primer lugar, para el
grupo control se ejecutaron tres etapas; la etapa inicial hace referencia al momento en el cual se
realizo la recabacion de saberes previos y el reconocimiento de la estructura cognitiva presente
en el estudiantado a través de la aplicacion del instrumento (pretest), la etapa siguiente se
relaciona con los momento de interaccidn de los estudiantes pertenecientes a este grupo con las
sesiones ordinarias del curso de Fitoquimica a través de la estrategia convencional de
ensefanza/aprendizaje y las actividades contempladas en el disefio del curso; de este modo, en la

Gltima etapa se recopilara la estructura cognitiva final del grupo control a través del respectivo
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instrumento (postest) con la finalidad de reconocer la resignificacion de algunos conceptos, para
ello, basados en lo mencionado por (Narviez Zamora, 2009), se desarroll6 una prueba Z, por la
que a través de algunas expresiones indicadas por (Martinez Bencardino, 2012), y haciendo uso
del programa Microsoft Excel quien fue adquirido con su respectiva licencia; se procedio a
docimar las hip6tesis propuestas en la que se estimé la significancia de la estrategia convencional
aplicada en el grupo control del presente estudio.

Por su parte, las fases contempladas para el grupo experimental donde se emplea la
estrategia de Aprendizaje Basado en Investigacion tomando como base parte de la
bioprospeccidn de la especie vegetal Eupodium pittieri en el cual los participantes establecen de
acuerdo a sus intereses la conformacién de los grupos de trabajo. Cabe mencionar, la estrategia
contempla los procedimientos del método cientifico presentando asi la definicién de la pregunta
general de investigacion, documentacion de la problematica para definir el estado del arte
conducente a la formulacion del problema investigativo grupal, seleccion de objetivos o
hipdtesis, definicion de la metodologia para abordar el problema de investigacion asi como la
recoleccion de datos, organizacion y procesamiento ademas la discusion de resultados,
elaboracion de conclusiones para finalmente realizar la publicacion.

7.6.2.2.1. Fase i. preambulo. En esta fase, se realiza una contextualizacion con relacion al
aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios (alcaloides, flavonoides, saponinas y
terpenos y/o esteroides) empleando la especie vegetal —objeto de estudio, asi como la
metodologia a desarrollarse para cumplir con los objetivos propuestos en la investigacion.

7.6.2.2.2. Fase ii. recopilacion de saberes preliminares (pretest). Como primera medida el
instrumento de recabacion de las estructuras conceptuales asociado al objetivo principal sobre el

aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios en especies vegetales, se construyo bajo
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criterios de evaluacion pertinentes para conocer dichas estructuras conceptuales con respecto a
los ejes fundamentales de la asignatura en dos momentos especificos antes y después de la
intervencion de la estrategia Aprendizaje Basado en Investigacion para el grupo experimental —
teniendo a modo de comparacion el grupo control— para la medicion de la eficacia de la
estrategia cuali y cuantitativamente. Asimismo, durante esta fase se realiza la validacion y
piloteo de la herramienta con el fin de obtener veracidad en la aplicacion del instrumento de
indagacion de saberes previos lo que permite abordar los temas sobre el aislamiento e
identificacion de diversos metabolitos secundarios de la especie vegetal Eupodium pittieri, tal
como se evidencia en los Anexos No. 1y 2.

7.6.2.2.3. Fase iii. elaboracién de proyecto de aprendizaje. Se destacan las siguientes
actividades.

Actividad 1: Organizacion de los grupos de trabajo. Para llevar a cabo el desarrollo de las
actividades posteriores, la cohorte de estudiantes pertenecientes al componente flexible de
fitoquimica en el periodo 2019-1 que comprende 26 estudiantes, se dividio en dos grupos: uno
control y otro como muestra experimental, con el propdsito de contrastar la influencia de la
estrategia aplicada para el aprendizaje del aislamiento e identificacion de los metabolitos
secundarios de la especie vegetal de estudio.

Actividad 2: Planeacion del proyecto. Inicialmente, loa autores de investigacion, basados
en el trabajo experimental previamente elaborado por (Castafieda Gomez, Morales, &
Valderrama , 2018) seleccionaron aquellos metabolitos secundarios con mayor presencia en la
especie vegetal, con ellos, en el grupo de trabajo experimental, de acuerdo a sus intereses
personales, selecciond cada uno, uno de los cuatro tipos de metabolitos secundarios (Saponinas,

Flavonoides, Alcaloides, Terpenos y/o Esteroides). Asimismo, con la orientacion de los
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investigadores principales, se indujo a la formulacion de la pregunta general del proyecto
asociado al metabolito.

Actividad 3: Documentacion y problemaética. En este apartado, los grupos de investigacion,
realizaron la respectiva indagacion por medio del empleo de bases de datos y fuentes
bibliograficas, obteniendo de tal manera, la consolidacion de un marco referencia en relacion al
metabolito seleccionado. Como investigadores principales, se incentivd en los estudiantes hacer
énfasis sobre la importancia del metabolito para el desarrollo del proyecto.

Actividad 4: Objetivo de investigacion y delimitacién metodoldgica. Dada a la naturaleza
de la investigacion, los grupos enmarcaron unos objetivos principales para llevar a cabo la
extraccion y el reconocimiento de la naturaleza del metabolito secundario en cuestién. Con ello,
basado en diversas fuentes bibliograficas disefiaron las estrategias procedimentales para el
cumpliendo de dichos objetivos propuestos previamente. Sin embargo, cabe esclarecer que, para
desarrollar el trabajo experimental, los estudiantes contaron con aval por parte de los directores
de esta investigacion para presentar sus avances en el desarrollo de la propuesta investigativa,
para asi mismo, continuar con las siguientes etapas.

7.6.2.2.4. Fase iv. trabajo experimental. Dentro de los aspectos metodologicos, en lo que
respecta a procedimiento de laboratorio, los grupos ejecutaron cuatro actividades primordiales
desarrolladas de manera secuencial, avaladas y dirigidas por los investigadores principales
enmarcando algunos pasos del aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios de la
especie vegetal, como se contempla de la siguiente manera:

Actividad 1: Extraccion fitoquimica. La colecta de material vegetal del helecho Eupodium
pittieri se realizo en enero de 2018, en el municipio de Acevedo, Huila (1,724522,-75.962772).

La colecta tuvo lugar en horas de la mafiana, tomando helechos jovenes, particularmente, las
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frondes. Posteriormente, la muestra fue secada a la sombra y pulverizada en una trituradora
forrajera TRF 60 permitiendo el almacenado del mismo. Por lo anterior, los estudiantes del grupo
experimental, teniendo a disposicion material vegetal, procedieron a obtener la respectiva pasta
vegetal a partir de la disolucion del material con algunos disolventes organicos, empleando
seguidamente el equipo de rotaevaporacion.

Actividad 2: Identificacion preliminar. Con el proposito de identificar cualitativamente los
metabolitos de interés, cada grupo, desarroll6 algunas pruebas cualitativas que, por reaccion
colorimétrica con reactivos de Shinoda (Flavonoides), Salkowski y Burchard (Saponinas),
Dragendorff, Mayer, Wagner (Alcaloides), y Liebermann-Burchard (Terpenos), permitieron
identificar la presencia o ausencia de estos en el material obtenido.

Actividad 3: Aislamiento del metabolito. Una vez identificado, los grupos aplicaron
algunas técnicas de separacion cromatogréaficas, como la cromatografia en columnay
cromatografia en capa fina, para realizar el respectivo seguimiento del metabolito secundario de
interés y lograr de esta manera la purificacion del mismo.

Actividad 4: Identificacion por espectroscopia UV- Vis. Aislado el metabolito secundario,
los grupos ejecutaron un analisis por medio de espectroscopia UV-Vis la cual resulta una técnica
fiable y adecuada para validar la presencia del metabolito secundario con base en la naturaleza
de la molécula y su interaccion con esta region del espectro electromagnético.

Actividad 5: Elaboracion del reporte de investigacion. Finalmente, los estudiantes
elaboraron un reporte con los resultados obtenidos, donde se sintetiza los aspectos tedricos que
soportaron el desarrollo experimental en el laboratorio, asi como la presentacion de lo obtenido
junto a su respectivo analisis y conclusiones del proyecto elaborado; incluyendo anexos que

validen la realizacién del mismo (Ver anexo E).
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7.6.2.2.5. Fase v. socializacion. La fase V, es una de las mas importantes, es donde se
consolid6 un espacio de retroalimentacion y reflexion de los procesos llevados a cabo en la
investigacion por los grupos de estudiantes. De esta forma, se establecié un foro en el que cada
grupo presento su informe final donde previamente se ha realizado un analisis de los procesos
con relacion al problema, ademas del propio proceso llevado a cabo por los mismos. Finalmente,
se llegaron a conclusiones sobre y desde la perspectiva investigativa en el proceso formativo
integral de los Licenciados en Ciencias Naturales.

7.6.2.2.6. Fase vi. recopilacion final de saberes. Para la fase final de desarrollo, se
contempld la aplicacion del cuestionario al grupo experimental, posterior a la intervencion
didactica, con la finalidad de reconocer la resignificacion de algunos conceptos producto de la
estrategia implementada en la investigacion. Por lo anterior, basados en la experiencia de
Narvéez (2009) se desarroll6 una prueba Z, por la que a través de los algoritmos planteados por
Martinez (2012), y empleando Microsoft Excel, se procedio a docimar las hipdtesis propuestas
en la que se estimara la significancia de la estrategia de aprendizaje para la definicion de
conceptos asociados al aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios en estudiantes de
la Licenciatura en Ciencias Naturales de la Universidad Surcolombiana

7.6.3. Etapa final. Finalmente, para esta etapa se realizd la presentacion de resultados
obtenidos en los grupos control y experimental, al igual que el analisis y discusion de las
actividades implementadas, las estrategias y recursos didacticos con los que conto cada grupo del
presente estudio, asi como la influencia del trabajo experimental, la adquisicion de habilidades
cientificas, teniendo como referente las herramientas de compilacion de informacion de acuerdo

a las bases conceptuales de esta investigacion.
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8. Resultados y Discusion

A continuacion, se realiza una presentacion sistematica de los resultados derivados de la
investigacion que contribuye a consolidar aspectos de gran relevancia sobre las estrategias
didacticas implementadas, es decir, Aprendizaje Basado en Investigacion y en la ensefianza
convencional de las Ciencias Naturales y sus disciplinas afines como es el caso concreto la
fitogquimica. Asimismo, el impacto sobre licenciados en formacion en Ciencias Naturales y
Educacion Ambiental en el fortalecimiento de habilidades cientificas como también las de
pensamiento en el desarrollo de proyectos de investigacion en un contexto determinado.

Los resultados recabados en este estudio, en su orden, se presentan inicialmente con
respecto al grupo control y posteriormente respecto al grupo experimental. Por su parte, se
evidencia el respectivo andlisis cuantitativo de la comparacion entre los saberes asociados a la
fitoquimica especialmente en relacion al aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios
de la especie vegetal, antes y después de las intervenciones didacticas aplicadas.

8.1  Resultados y Andlisis del Grupo Control

Dentro del presente estudio, inicialmente se llevo a cabo la recopilacion de saberes previos
0 concepciones iniciales en los estudiantes pertenecientes al grupo control, a través del
respectivo instrumento; este permitié conocer la estructura cognitiva de los estudiantes con
respecto a aquellos ejes fundamentales de la asignatura.

Los resultados obtenidos al aplicar el pretest en el grupo control permiten realizar
deducciones acerca de la estructura cognitiva inicial de esta muestra en relacion a las
definiciones presentes en relacion al aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios
presentes en la especie vegetal, tal como se muestran en la Tabla No. 5, por su parte se

evidencian las medidas de tendencia central del pretest en la Tabla No. 6.
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Tabla No. 5 Estructura cognitiva inicial del Grupo Control.

Item Casos Total  Acierto
S15 S16 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23 S24 S25 S26 (%)

1 5 4 5 4 5 4 5 4 4 4 5 2 51 85,00

2 5 4 1 2 5 3 5 2 5 5 5 5 47 78,33

3 5 4 4 5 3 2 3 4 4 4 4 5 47 78,33

4 5 1 4 4 3 3 3 4 3 2 2 2 36 60,00

S 5 5 1 1 1 2 1 3 3 4 5 4 35 58,33

6 3 3 1 4 4 3 4 4 3 4 4 4 41 68,33

7 4 5 4 4 4 3 4 4 5 5 4 4 50 83,33

8 5 3 3 2 5 3 5 2 5 2 1 3 39 65,00

9 4 4 4 4 5 3 5 3 4 4 5 4 49 81,67

10 4 5 4 4 4 5 4 5 3 5 5 5 53 88,33
11 2 1 1 1 1 4 1 1 2 3 3 3 23 38,33
12 4 4 5 5 5 2 5 5 3 4 4 4 50 83,33
13 4 4 4 4 4 3 4 5 5 5 4 5 51 85,00
14 4 4 5 5 5 5 5 4 3 4 4 4 52 86,67
15 2 3 2 2 3 4 3 4 4 2 2 3 34 56,67
16 5 3 3 4 4 3 4 1 3 5 3 3 41 68,33
17 4 4 3 2 5 2 4 2 4 4 4 4 42 70,00
18 2 2 3 3 3 1 3 3 3 2 2 3 30 50,00
19 3 4 3 5 3 1 3 5 3 5 5 3 43 71,67
20 4 3 3 2 5 1 4 1 3 4 4 4 38 63,33
Total 79 70 63 67 77 57 75 66 72 77 75 74 852 71

Tabla No. 6 Medidas de tendencia central obtenidas en pretest. Grupo Control.

DEest\gr?g[aorn Varianza Minimo Méaximo Media Moda P_llj_g::{e Acierto (%)
6,605782591 43,63636364 57 79 71 77 852 71

Inicialmente el grupo control de 1200 puntos posibles en la prueba alcanzé un puntaje de

852, relacionandose con un nivel de acierto inicial del 71,0 %, lo que probablemente se

vincularia con la definicion en el estudiantado de algunos conceptos asociados a lo largo de la

interaccion con las diferentes asignaturas del area de quimica desarrolladas en la Licenciatura en

Ciencias Naturales y Educacion Ambiental de la Universidad Surcolombiana. Respecto a

algunos estadisticos descriptivos, vale la pena resaltar valores que el grupo inicialmente se

encontré en minimos de acierto del 57 % y maximos del 79 %.
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Por su parte, los resultados obtenidos posterior a la interaccion de esta muestra con la
estrategia en ensefianza convencional, por medio de la aplicacion del respectivo postest, se
evidencian en la Tabla No. 7, de igual manera en la tabla No. 8 se evidencian las medidas de

tendencia central recopiladas por medio de la aplicacion del instrumento en este grupo.

Tabla No. 7 Estructura cognitiva final del Grupo Control.

Itemcasos S15 S16 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23 S24 S25 S26 Total  Acierto (%)
1 4 4 5 4 4 5 4 5 4 4 4 5 5 86,67
2 4 4 1 5 5 2 5 3 4 5 4 5 47 78,33
3 4 4 5 3 4 5 0 5 5 3 3 5 46 76,67
4 2 1 4 4 1 4 1 5 3 2 2 2 3 51,67
5 1 1 1 1 1 2 1 4 1 4 4 2 2 38,33
6 5 4 3 5 5 3 5 4 5 4 4 3 50 83,33
7 5 5 4 5 4 5 4 4 4 5 5 5 55 91,67
8 1 2 2 2 4 3 4 2 2 2 2 3 29 48,33
9 3 3 4 4 5 3 4 3 3 3 4 4 43 71,67
10 4 5 5 5 5 3 5 3 5 5 3 3 5 85,00
11 2 3 1 2 2 2 1 1 2 0o 3 3 22 36,67
12 4 4 5 5 5 3 5 4 5 4 5 4 53 88,33
13 4 4 4 4 4 3 5 4 4 4 4 5 49 81,67
14 5 4 5 5 5 3 4 5 5 4 4 4 53 88,33
15 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 2 2 43,33
16 4 5 4 5 4 3 4 3 4 3 3 3 45 75,00
17 5 5 5 4 4 3 4 4 5 4 4 4 51 85,00
18 1 3 2 3 2 3 2 3 3 2 2 2 28 46,67
19 4 1 5 5 3 3 3 3 4 5 5 2 43 71,67
20 5 4 3 5 4 3 5 5 1 4 4 3 46 76,67
Total 60 68 70 79 73 63 68 73 71 69 71 69 843 70,25
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Tabla No. 8 Medidas de tendencia central obtenidas en postest. Grupo Control.

Deswacmn Varianza Minimo Méaximo Media Moda Puntaje Acierto (%)
Estandar Total
3,816828765 14,56818182 63 79 70,25 69 843 70,25

Posterior a la interaccion de la estrategia convencional, el grupo control de 1200 puntos
posibles obtuvo un decremento en su puntaje con un valor de 843, relacionandose con un nivel
de acierto final del 70,25 %, lo que revela un desaprendizaje en la estructura cognitiva final
producto de la interaccidn con las sesiones del componente Fitoquimica de la Licenciatura en
Ciencias Naturales y Educacion Ambiental de la Universidad Surcolombiana. Por su parte, vale
la pena resaltar valores en los que finalmente el grupo se encontro, relacionando minimos de
acierto del 63 % y maximos del 79 %, lo que en cierta medida permite reconocer que parte de la
estructura cognitiva se mantuvo a lo largo de la experiencia.

Por medio de los resultados obtenidos en las Tablas No. 5y No. 7, se realizé la llustracion
No. 2, en donde se evidencia de manera comparada las estructuras cognitivas en los dos
momentos de intervencién en la aplicacién del instrumento, por lo que se puede reconocer la
estructura cognitiva presente en el estudiantado de la presente muestra poblacional y la

influencia de la estrategia de ensefianza convencional con la que este grupo interactud.
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Pretest vs Postest Grupo Control
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lustracion No. 2 Estructura inicial y final del Grupo Control.

A continuacion, se detallan las consideraciones de lo plasmado en la anterior ilustracion, en
relacion a cada item del instrumento y su significacion en el proceso de aprendizaje llevado a
cabo en esta muestra poblacional.

Item 1. Este item se elabor6 con el fin de comprobar la capacidad del estudiantado de
asociar la fitoquimica como una rama de las Ciencias Naturales en la que se buscan principios
activos de interés medicinal a partir de fuentes naturales. En ese sentido, se encontrd un leve
aumento en la definicion de este concepto, encontrando una diferencia del 1 %, dado que se
encontraron valores de acierto del 85 % y del 86 % , para los momentos de intervenciéon del
pretest y postest respectivamente, lo que permite asumir que la estrategia convencional les
permitio en cierta medida establecer que la fitoquimica es una rama de la bioguimica, cuyo
objeto de estudio se relaciona con la biosintesis de los metabolitos secundarios y su diversidad
estructural enmarcada principalmente en la basqueda de nuevos productos con potenciales
farmacoldgicos, ademas, “La fitoquimica se relaciona con el anélisis de los componentes

quimicos o principios activos de las plantas mediante la extraccion de material que ha sido
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recolectado, secado y molido de acuerdo con procedimientos establecidos” (Ocampo, 1994, pag.
108); por lo anterior, el grupo se encuentra en un nivel deseable respecto a este item.

Item 2. Analizando el item establecido para la produccion de nuevos medicamentos en la
industria farmacéutica en relacion con los principios activos de fuentes naturales el grupo
mantuvo su estructura cognitiva, no se hallaron diferencias dado que se mantuvo el valor de
acierto en un 78,33 % para ambos momentos de intervencién del instrumento, lo que a los
autores del presentes estudio les permite deducir que la estrategia con la cual el grupo interactud
permitié definir esa relacion de la fitoquimica para identificar especies con potenciales
bioldgicos importantes, asimismo reconocer que existen otras formas de producir nuevos
farmacos. Es de aclarar que “Los principios activos son la base para la sintesis de nuevos tipos
estructurales de farmacos” (Villacrés et al., 2009, pag. 5); lo anterior, una vez mas indica que el
grupo mantuvo ese nivel en cuanto a la fundamentacion esencial de la fitoquimica, asi como los
procesos que trascienden de ésta area resaltando un saber previo muy significativo.

item 3. Es necesario comenzar diciendo que para reconocer los metabolitos secundarios es
indispensable la realizacion de extracciones fitoquimicas o tamizajes fitoquimicos. Segun
(Prashant et al., 2011 citado por (Castillo et al., 2017) “El tamiz fitoquimico consiste en la
obtencion de extractos de plantas con solventes apropiados, tales como agua, acetona, alcohol,
cloroformo y éter. Otro solvente, el diclorometano, se usa especificamente para la extraccion de
terpenoides”; en ese sentido, el item 3, esta construido para identificar en el sujeto de estudio la
capacidad de diferenciar entre un proceso de identificacion cualitativa de elementos como lo son
Carbono, Hidrogeno, Nitrégeno, entre otros a comparacion de los metabolitos secundarios
presentes como compuestos en un extracto o fraccion vegetal. En ese sentido, el grupo control

present6 un decremento en su estructura cognitiva, presentando un valor de 1,66 %, dado que se
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encontraron valores de acierto del 78,33 % y 76,67 %, en el pretest y postest respectivamente; lo
anterior indica que este grupo presentaba una mayor estructura cognitiva de manera inicial, esto
pudo ser ocasionado dadas la necesidad de interactuar con experiencias en laboratorio, lo que
gener6 un grado de dificultad en el momento de reconocer la diferencia entre tamizaje
fitoquimico y analisis cualitativo elemental.

Item 4. En este aspecto se tratan aspectos relacionados a la biosintesis de metabolitos
secundarios, en el cual, se encontrd un decremento significativo en la estructura cognitiva
presente en la muestra, en la cual se encontré valor de 8,33 %, dado que se tenia una mayor
estructura cognitiva inicial con un valor de 60 % en pretest, y resultando en un 51,67 % por
medio del postest, lo anterior indica que la estrategia de ensefianza convencional no logré definir
lo relacionado con la biosintesis de metabolitos secundarios, en donde tal como lo plantean
diferentes autores como Taiz y Zeiger (2006), Riveros, Pocasangre y Rosales (2002), Marcano y
Hasegawa (2002), y Claramunt, Farran, Lopez, Pérez y Santa Maria (2013), estipulan que las
rutas de biosintesis de los metabolitos secundarios son las del acido siquimico, &cido acetato
malonato, acetato mevalonato, DOX- MEP y demas.

Item 5. De manera similar al anterior item, se presentd una significativa disminucion en la
estructura cognitiva, encontrandose un valor de 20 %, dado que inicialmente el grupo cont6 con
un nivel de 58,33% en pretest, y de 38,33% por medio del postest, se puede resaltar que por
medio de la ensefianza convencional no se logro definir en este grupo estudiantil la clasificacion
de los diferentes metabolitos secundarios en relacion a su biosintesis. Segun Castillo Garcia y
Martinez Solis (2007) “Los metabolitos secundarios se han clasificado en: compuestos
terpénicos, compuestos fendlicos, compuestos nitrégenados —principalmente los alcaloides”

(pag. 26). Asi mismo se destacan los esteroides, lignanos, cumarimas, acidos grasos, entre otros.
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Los items 4 y 5, permitieron identificar que a pesar que el grupo control logra reconocer
los procesos metabolicos primarios y secundarios de las plantas, al momento de clasificar los
metabolitos por su origen biosintético, el grupo control confunde las rutas metabdlicas con
relacion a la produccion de metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, cumarinas,
entre otras. Lo anterior, supone una dificultad en el aprendizaje de los conceptos inherentes a la
fitoquimica en relacion al aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios.

Item 6. En la fitoquimica, asi como muchas disciplinas relacionadas a la obtencion de
compuestos es indispensable el reconocimiento de técnicas analiticas para la identificacion de
algunas propiedades y las caracteristicas fundamentales que describen el comportamiento
estructural de las moléculas. Es por ello, que el item 6 planteado se relaciona con la técnica de
espectrometria de masas, segin Cocho (2008) “La espectrometria de masas (MS) es una técnica
analitica que proporciona informacion tanto cualitativa (Estructura) como cuantitativa (masa
molecular o concentracion) de las moléculas analizadas previamente convertidas en iones” (pag.
27). Para lo cual, se analizé que el grupo de estudiantes se definid significativamente este
concepto, encontrando una diferencia del 15 %, lo que concuerda con los niveles de acierto
hallados con valores del 68,33 % y del 83,33 %, para la intervencion del pretest y postest
respectivamente, lo que permite resaltar que se conserva ese bagaje conceptual que poseen los
estudiantes desde asignaturas como Quimica Analitica en cuarto semestre, la que aborda como
ejes tematicos fuertes el reconocimiento de algunas técnicas espectrométricas y espectroscopicas,
las cuales permiten identificar la masa molecular del compuesto entre otras caracteristicas.

Item 7. La afirmacion se construyo teniendo en cuenta la funcionalidad de los metabolitos
secundarios en las especies vegetales como lo afirma Taiz y Zeiger (2006) “Los metabolitos

secundarios tienen importantes funciones ecoldgicas en las plantas: Protegen a las plantas de la
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ingestion por herbivoros, sirven como atrayentes de polinizadores y dispersadores de semillas...”
(pag. 534). De igual modo, los metabolitos pueden fomentar actividades de impacto biolégico
reconociéndolo como principios activos con propiedades benéficas tanto para los seres humanos
como para el medio ambiente. En este aspecto, se encontrd que la estrategia permitié consolidar
en el estudiantado una significancia positiva, encontrando una diferencia de 8,34 %, dados los
niveles hallados del 83,33 % y 91,67 % para el momento inicial y final de intervencion del
instrumento.

Item 8. Con respecto al plan de evaluacion, relacionado a este item sobre el aislamiento e
identificacién de metabolitos secundarios es fundamental para la realizacion de las mismas, el
empleo de disolventes organicos que emplean fundamentalmente la premisa “Lo semejante
disuelve lo semejante” (Chang, 2010, pag. 516). Dada a la naturaleza de los metabolitos
secundarios presentes en las especies vegetales, es necesario para extraccion el uso de
disolventes organicos en funcion a un gradiente de polaridad afin a los metabolitos secundarios
de interés de la muestra vegetal (Navarro Flores, Sanchez Garrido y Collado Fernandez, 1999).
Por lo anterior, dada la escasa interaccion del grupo control con el trabajo en laboratorio y/o
enrolamiento en procesos investigativos, se encontrd un decremento en la estructura cognitiva,
hallandose una diferencia del 16,67 %, lo cual se encuentra en concordancia con los niveles
conceptuales hallados con valores del 65 % y 48,33 % para el pretest y postest respectivamente.

Item 9. De manera similar al anterior item, el grupo presentd un decremento en su
estructura cognitiva del 10 %, dado que se contaba con una mayor estructura cognitiva inicial de
un 81,67 %, respecto al valor final de 71,67 %; por lo anterior, los autores del presente estudio
deducen que la estrategia no logré definir aquellos conceptos asociados a la bioprospeccion de

los metabolitos, segln lo enunciado por Arias (1999) el termino bioprospeccion se refiere a la
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“exploracion o busqueda, extraccion y tipificacion de las sustancias quimicas presentes en los
seres vivientes y que poseen una actividad bioldgica propia o juegan un papel importante en el
metabolismo de estos organismos” (pag. 29). Es decir que, consiste en agrupar una serie de
procedimientos que dan razon del potencial biolégico de una sustancia quimica. Este valor,
corresponde a la asociacion moderada de las técnicas y procedimientos con respecto a la
bioprospeccién, el grupo presenta un bajo nivel de apropiacion conceptual en relacion a este
argumento planteado.

Item 10. Los ensayos bioldgicos son sustanciales en la determinacion de los potenciales
bioldgicos de las especies vegetales entre ellos se encuentra la inhibicion del crecimiento
microbiano, un ensayo que permite de acuerdo con su objetividad metodoldgica la confirmacion
0 la derogacion de dichos potenciales atribuidos a las plantas. Por su parte, “Estas pruebas se
disefian para determinar con alto grado de certeza la ausencia o presencia de un tipo de actividad
(actividad antibacteriana, etc.) o cualidad (toxicidad, etc.)” (Gennaro, 2003, pag. 639). De esta
manera, una vez mas el grupo presenta un decremento en su estructura cognitiva con un valor de
3,33 %, concordando con los valores encontrados de 88,33 % y 85 %, para el pretest y postest
respectivamente, lo que se relaciona con la baja interaccion a procesos investigativos que le
permitan definir lo planteado en esta aseveracion.

Item 11. Esta afirmacion se realizd con el prop6sito de analizar la capacidad del estudiante
para determinar el efecto de agentes quimicos en organismos a través de los ensayos bioldgicos,
tal como lo menciona Diaz Baez, Bustos Lopez y Espinosa Ramirez (2004) “Los ensayos
bioldgicos son herramientas de diagnostico adecuadas para determinar el efecto de agentes
fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales especificas y

controladas” (pag. 18). De tal manera que los efectos evaluados de los organismos van en
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relacion al estudio de la mortalidad, el crecimiento, cambios morfoldgicos, etc. Ademas, en los
resultados que se obtienen en un estudio determinado, se efectlan una regresion rectilinea que
permite calcular la concentracion letal media (CLso) de los extractos y patrones con un intervalo
de confianza (Sanabria Galindo, Lopez y Gualdrén, 1997, pag. 17). Con base en lo anterior, el
grupo inicialmente poseia una estructura conceptual baja del 38,33 %, lo que sumado a un bajo
valor en el momento final del 36,67 %, permitié identificar que no se logré definir este concepto
en el estudiantado, hallando un decremento conceptual del 1,66 %, lo anterior indica la falta de
conocimiento de los jovenes en relacion a los ensayos bioldgicos y su importancia dentro de la
determinacidn del potencial biolégico de una especie.

Item 12. La afirmacion estaba basada con el fin de relacionar el mundo vegetal con el ser
humano —etnobotéanica. En este sentido se encontré un aumento en la estructura cognitiva del
estudiantado, hallandose una diferencia del 5 % en relacion al valor inicial del pretest de 83,33
% Yy del 88,33 % en el postest, lo que permitié definir que la estrategia convencional logré en
cierta medida definir esta relacion entre los saberes populares y el conocimiento cientifico, lo
que concuerda con lo establecido por Carrefio Hidalgo (2016) en donde plantea que “La
etnobotanica es el intercambio y la articulacion de saberes que se recogen en resultados dados
por el didlogo entre academicos, sabedores y miembros de la comunidad donde nace y vive la
planta” (pag. 17), ademas, de estar relacionada con la farmacologia, botanica, quimica, medicina,
entre otras. En los trabajos desarrollados por Fajardo y Gomez (2011), Rodriguez (2010), Hoyos
y Prieto (2000), Giraldo (2000), y Guerrero (1997), citado en (Carrefio Hidalgo, 2016, pag. 28),
se destacan algunas familias botanicas que albergan la mayoria de organismos vegetales usados
en la medicina tradicional, asimismo estan asociados a principios activos y propiedades de

importancia farmacologica.
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Item 13. Nuevamente en este item se encontré un decremento en la estructura cognitiva del
estudiantado, hallando una diferencia de 3,33 % lo que concuerda con los valores identificados
del 85 % y del 81,67 % por medio de la aplicacidn del pretest y postest respectivamente. de
modo que, se puede deducir que la estrategia convencional de aprendizaje no permitio definir en
el estudiantado las funciones que cumplen los metabolitos secundarios en las especies vegetales,
lo anterior comparando lo planteado por Sepulveda Jiménez, Porta Ducoing y Rocha Sosa
(2004), en donde destacan que “los metabolitos secundarios tienen una gran importancia
ecoldgica, participan en los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente en la atraccion
de insectos polinizadores y dispersores de las semillas y frutos” (pag. 355), ademas de que
muchos de los metabolitos secundarios se inducen cuando las plantas estan expuestas a
condiciones adversas es decir como mecanismos de defensa.

item 14. La afirmacion estaba basada en la relacion de la fitoquimica con la produccion de
productos naturales, en el que se destaca una leve significacion del 1,66 % de diferencia entre
los valores de 86,67 % y 88,33 % obtenidos por medio de la aplicacion del instrumento en los
dos momentos respectivamente, es asi que la estrategia de alguna manera permitié definir en los
estudiantes la trascendencia de la investigacion fitoquimica; ya que segin Pomilio (2012) “La
Quimica de los Productos Naturales se refiere a la investigacion en metabolitos secundarios o
“metabolitos especiales” de fuentes naturales de origen vegetal, animal, marino, fingico y
bacteriano” (pag. 74); de manera que las investigaciones fitoquimica soportan cientificamente el
uso de productos naturales.

Item 15. Primeramente, hay que tener en cuenta que un método para el aislamiento de
compuestos organicos es la extraccion. De acuerdo con Beyer y Walter (1987) “Mediante este

método se pueden separar sustancias organicas de disoluciones acuosas, con el uso de
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disolventes volatiles e insolubles en agua, como éter o cloroformo” (pég. 6). Sin embargo, la
afirmacion planteada, se realizd de manera negativa, es decir, se menciona que el aislamiento se
Ileva acabo con disolventes inorganicos. Con base a lo planteado anteriormente, se pudo analizar
que el estudiantado perteneciente a esta muestra poblacional no logré definir de manera
adecuada la necesidad de los disolventes organicos en los procesos de investigacion fitoquimica,
lo que permitié encontrar un decremento en la definicion adecuada de estos conceptos
encontrando una diferencia de 13,34 %, en donde el grupo inicialmente cont6 con un nivel
conceptual mayor de 56,67 % frente al 43,37 % encontrado finalmente. lo que induce que
probablemente no leyeron el item de manera acertada o simplemente evaden el hecho de que por
medio de la extraccion se utiliza disolventes organicos.

Item 16. El termino alelopatia hace referencia segiin Blanco (2006) “a los efectos
perjudiciales o benéficos, que son directa o indirectamente el resultado de la accion de
compuestos quimicos, que, liberados por una planta, ejercen su accion en otra” (pag. 6), de modo
que, el comportamiento de los metabolitos secundarios influye en el desarrollo de otras especies.
Relacionando lo anterior, se encontr6 una significacion del 6,67 %, en concordancia con el valor
inicial de acierto del 68,33 % y resultando en un acierto final del 75 %, verificando el nivel de
definicion alcanzado por el grupo control por medio de la interaccion con la estrategia de
aprendizaje convencional.

Item 17. El item se plantea con el proposito de conocer las ideas de los estudiantes con
base al aislamiento de metabolitos secundarios; en este caso, se hace alusion al método de
separacion cromatogréafica de capa fina, en el cual los estudiantes lograron definir
significativamente este concepto, dada una diferencia del 15 % en relacion a los niveles

encontrados del 70 % y 85 % por medio de la aplicacion del pretest y postest respectivamente.
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Esto se compara con lo planteado por Herrera, Bolafios y Lutz (2003), en donde menciona que
“La cromatografia en papel o capa fina son métodos utiles para la separacion y caracterizacion
de pequenas cantidades de compuestos... La caracterizacion de los compuestos se realiza
comparando la migracién (Ry) de sustancias desconocidas con migracion de compuesto patron”
(pag. 4).

Item 18. Este item se plantea con el fin de analizar la capacidad del estudiante en
relacionar la aplicabilidad de la fitoquimica, en este caso, se encontré un decremento en la
estructura conceptual del 3,33 % en relacion al nivel encontrado inicialmente de 50 % en
comparacion al valor final de 46,67 %; en este sentido la estrategia no brindo las bases
conceptuales necesarias para una definicion significativa de este concepto. Por lo anterior, es
importante mencionar que “Gran parte de los principios activos utilizados para la elaboracion de
los medicamentos proceden de drogas vegetales y animales” (Casado Sanchez, 2012, pag. 166).
Ademas, estas drogas primeramente deben ser sometidas a distintos procedimientos de
extraccion para la obtencion y purificacion de dichos principios activos.

Item 19. La afirmacion se plantea con el fin de relacionar la identificacion preliminar en
las investigaciones fitoquimica. Con base a ello, se encontré que el grupo mantuvo su estructura
cognitiva en un 71,67 % a lo largo de la intervencion de la estrategia de aprendizaje
convencional, por lo que la estrategia no redefinio aquellos conceptos en relacion a los
potenciales usos dados por las especies vegetales a algunos metabolitos secundarios, ya que es
importante mencionar que, segin Rivas Morales, Oranday Cardenas y Verde Star (2016) “las
plantas cuentan con la habilidad de sintetizar sustancias aromaticas de diferentes grupos

funcionales, la mayoria de los cuales son fenoles o derivados oxigenados” (pag. 115). Por otro
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lado, los metabolitos secundarios son utilizados como mecanismos de defensa, ademas de eso,
poseen propiedades medicinales que contribuyen en gran manera.

Item 20. Para la identificacion y determinacion estructural de las moléculas, a menudo se
suele utilizar un método conocido como espectroscopia. De acuerdo a lo planteado por Pasto y
Johnson (1981), “La mayor parte de esta técnica fisica estan basadas sobre el hecho de que las
moléculas son capaces de absorber energia radiante y experimentar distintos tipos de excitacion,
deformaciones de enlaces, excitacion rotacional e inversion del spin nuclear” (pag. 91). De
manera que, esta técnica es importante para determinar la naturaleza de una molécula
desconocida. Con base en los resultados obtenidos por el grupo experimental, se encontré un
aumento en la estructura cognitiva del 13,34 % en relacion al nivel conceptual inicial del 63,33
% y la estructura final del 76,67 %, lo que permitio verificar la influencia de la estrategia
convencional en la definicion de este concepto en el estudiantado.

Revisados los resultados obtenidos por el grupo control, de manera general se observa que
su estructura cognitiva sufre un decremento del 0,75 % el cual se obtiene al efectuar la
diferencia entre el porcentaje de aciertos del post-test (70,25 %) y el pre-test (71 %); lo anterior
no concuerda con lo plasmado por Runyon y Haber (1986), donde estipulan que una diferencia
superior al 5 % es suficiente para aceptar que la estrategia pedagdgica es la responsable en el
grado de aprendizaje alcanzado por este grupo de control, esto se debe al decremento conceptual
hallado en relacion a diez items y posiblemente dos items en donde se mantuvo la estructura
conceptual.

En relacion a estos items con decremento significativo por medio de la ilustracién No. 2, se
encontrd que aquellos conceptos criticos giran en torno a los procesos del tamizaje fitoquimico,

el reconocimiento de la bioprospeccion como proceso fundamental en el reconocimiento del
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potencial bioldgico, por su parte se hallaron dificultades en la diferenciacion de las rutas de
biosintesis y la clasificacion de los metabolitos secundarios; por otra parte el estudiantado no
logré reconocer la importancia de los ensayos bioldgicos y sus implicaciones en la identificacion
del potencial biologico de los compuestos de origen natural; de otro modo, el estudiantado no
logré identificar la necesidad de solventes organicos para los procesos llevados a cabo en la
investigacion fitoquimica y la importancia de esta dentro del reconocimiento de compuestos de
interés bioldgico. Lo anterior indica de manera general aquellos ejes centrales de la fitoquimica,
entre otros, que se desaprendieron durante la interaccién del grupo control con la estrategia de
ensefianza/aprendizaje convencional.

Con los datos obtenidos en las Tablas No. 5 y No. 7, mostrados a su vez en la llustracion
No.2, Se procede a demostrar la eficacia de la estrategia didactica utilizada con este grupo. Esta
relacion se plantea a través de una prueba Z para la cual se utiliza los siguientes algoritmos

planteados por Martinez (2012).
§(X1—X) = —+ (1)

En este algoritmo, § (X; — X, )es la diferenciacion por desviacion estandar del
comportamiento grupal, 0,2 y ¢,2 se corresponden con las varianzas del pretest y postest y N1 y

N2 representan el nimero de casos.

_ XX
Z= §(X1— Xz)( )

Por medio de las Tablas No. 6 y No. 8, se emplean los valores calculados de la desviacion
estandar, la varianza y media del pretest y postest, por lo que a través de la expresion (1) se tiene

que:

82



14,56 N 43,63 590
12 12 7

(X1 —X;) =

Con el anterior valor, empleando la expresion (2) se procede a calcular el valor Z, tal como

se ilustra a continuacion:

_7025-71

2.20 -0,34

Por lo anterior, se procede a ubicar el valor Z obtenido en la curva bilateral, tal como se

evidencia en la lustracion No. 3.

V4
"]
0,10 0,10
0,05 0,05
-1,64 -1,28 -0,34 1,28 1,64

llustracion No. 3 Ubicacién del valor Z calculado en la curva binomial.. Grupo Control.

El valor de Z calculado presente en la Ilustracion No. 3, se ubica en la zona de baja
significancia con un intervalo de confianza mayor a 0.10 y 0.05, lo anterior permite validar el
segundo objetivo especifico trazado para el presente estudio, en donde, a través de la aceptacion
de la hipdtesis nula (H,), la estrategia de aprendizaje convencional con la que el grupo control
interactud no incide de manera significativa en el aprendizaje de los conceptos asociados al
aislamiento e identificacién de metabolitos secundarios involucrados en el presente estudio en

estudiantes de la Licenciatura en Ciencias Naturales de la Universidad Surcolombiana.
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8.2  Resultados y Analisis del Grupo Experimental

De manera similar al grupo control, por medio de la aplicacion instrumento de recabacion
de saberes se logro reconocer la estructura cognitiva inicial presente en el grupo experimental
cuyos resultados obtenidos al aplicar el pretest se evidencian en la Tabla No. 9, por su parte en la

Tabla No. 10 se presentan las medidas de tendencia central correspondientes al pretest.

Tabla No. 9 Estructura cognitiva del Grupo Experimental — Pretest.

Casos

Items S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 sS13 sia 1ol Aderto
1 5 2 5 4 2 5 4 4 5 4 4 5 4 4 57 81,43
2 3 5 5 5 3 5 5 1 5 3 5 5 5 5 60 85,71
3 4 3 3 4 2 4 4 4 4 4 5 5 3 5 54 77,14
4 2 1 4 2 3 2 2 2 2 2 1 4 2 5 34 48,57
5 5 1 2 4 2 2 2 1 1 4 2 5 4 5 40 57,14
6 4 5 4 5 3 3 4 3 4 3 3 4 4 3 52 74,29
7 5 2 4 4 2 4 5 4 4 2 4 5 4 5 54 77,14
8 1 5 3 2 2 3 3 5 2 2 5 5 5 3 46 65,71
9 3 3 3 4 2 3 2 4 5 4 3 3 5 3 47 67,14
10 4 1 5 2 5 5 5 1 5 4 5 5 5 5 57 81,43
11 1 1 1 2 4 3 3 3 1 3 3 1 3 2 31 44,29
12 5 2 4 4 2 4 4 4 5 4 5 4 4 4 55 78,57
13 4 2 4 5 3 4 5 4 4 5 4 5 4 5 58 82,86
14 3 2 3 5 5 5 4 5 5 4 2 4 5 4 56 80,00
15 1 4 2 3 4 3 2 2 4 2 3 4 4 3 41 58,57
16 5 3 4 3 5 5 3 4 2 5 5 3 3 3 53 75,71
17 4 2 5 4 2 3 4 4 2 4 4 4 5 4 51 72,86
18 3 3 2 3 1 2 1 2 2 2 3 2 2 2 30 42,86
19 4 3 3 3 1 2 3 5 5 5 3 4 2 5 48 68,57
20 3 2 3 3 1 4 4 3 2 4 3 3 4 3 42 60,00

TOTAL 69 52 69 71 54 71 69 65 69 70 72 80 77 78 966 69,00
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Tabla No. 10 Medidas de tendencia central obtenidas en Pretest. Grupo Experimental.

Desylacmn Varianza Minimo Méximo Media Moda Puntaje Acierto (%)
estandar Total
7,912988349 62,61538462 52 80 69 69 966 69

Respecto a la estructura cognitiva inicial presente, el grupo experimental tenia consolidado
un nivel de acierto del 69 %, lo que concuerda con los 966 puntos alcanzados de los 1400 puntos
totales a los que se podia llegar. Cabe mencionar que este grupo poblacional poseia una menor
estructura cognitiva que el grupo control, el cual alcanzé un puntaje del 71 %. Por su parte, por
medio de los resultados estadisticos descriptivos se aprecian valores minimos de acierto del 52 %
y maximos del 80 %.

Por otro lado, los resultados obtenidos por medio de la aplicacion del respectivo postest,
posterior a la interaccion del grupo experimental con la estrategia de Aprendizaje Basado en
Investigacion, los cuales se evidencian en la Tabla No. 11, de igual manera se evidencian las

medidas de tendencia central del postest por medio de la Tabla No. 12,

Tabla No. 11 Estructura cognitiva del Grupo Experimental — Postest.

Casos

items Total Acierto
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 SI10 S11 S12 S13  Sl4
1 5 4 5 4 5 4 4 5 4 5 4 4 4 4 61 87,14
2 5 5 5 4 3 4 5 5 5 3 4 4 5 4 61 87,14
3 4 3 4 3 3 3 4 4 4 4 3 3 4 3 49 70,00
4 5 4 5 2 5 1 2 4 2 5 5 4 1 5 50 71,43
5 1 1 2 3 2 4 1 5 1 1 1 5 1 4 32 45,71
6 3 5 4 5 4 4 2 3 4 4 4 5 5 5 57 81,43
7 5 5 5 4 4 4 5 5 5 4 4 4 4 4 62 88,57
8 5 2 5 2 5 5 3 5 3 1 3 1 4 1 45 64,29
9 3 4 2 3 4 4 4 4 4 4 3 5 3 5 52 74,29
10 4 5 5 5 5 5 5 5 5 3 5 3 3 3 61 87,14
11 2 2 2 1 2 3 2 4 2 2 2 1 2 1 28 40,00
12 5 5 4 5 5 5 2 4 5 5 5 5 3 5 63 90,00
13 5 4 5 5 4 4 5 4 5 5 5 4 5 4 64 91,43
14 4 5 4 5 5 5 4 5 4 5 5 5 4 5 65 92,86
15 3 3 4 1 4 2 3 4 1 5 4 5 4 1 44 62,86

(o)
o1



Continuacién Tabla No. 11

items Casos Total Acierto
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11  S12 S13  Sl4

16 5 5 5 5 5 5 5 5 4 4 5 4 5 4 66 94,29

17 2 4 4 5 4 4 4 5 5 5 4 5 4 5 60 85,71

18 5 3 2 2 3 2 1 2 2 1 3 1 2 1 30 42,86

19 5 5 2 2 4 4 2 5 2 4 5 4 2 5 51 72,86

20 3 5 4 5 5 4 4 5 5 4 3 5 4 4 60 85,71

TOTAL 79 79 78 71 81 76 67 88 72 74 77 77 69 73 1061 75,78

Tabla No. 12 Medidas de tendencia central obtenidas en postest. Grupo Experimental.

Desylacmn Varianza Minimo Méximo Media Moda Puntaje Acierto (%)
estandar Total
5,38057148 28,95054945 67 88 75,78571429 79 1061 75,78

Respecto a la estructura cognitiva final a la que llegd el grupo experimental, se logro
consolidar un nivel de acierto del 75,78 %, lo que concuerda con los 1061 puntos alcanzados de
los 1400 puntos totales a los que se podia llegar. Este valor final frente al porcentaje de acierto
inicial de 69 %, demuestra una diferencia significativa del 6.58 %, el cual en términos de
(Runyon & Haber, 1986), es producto de la estrategia pedagdgica usada con el grupo
experimental. Lo anterior sobrepasa en gran manera la estructura cognitiva final del grupo
control, la cual alcanzé un puntaje del 70,25 %. Por su parte, por medio de los resultados
estadisticos descriptivos se aprecian valores minimos de acierto del 67 % y maximos del 88 %.

Por medio de los resultados obtenidos en las Tablas No. 9 y No. 11, se realizo la
Ilustracion No. 4., en donde se evidencia de manera comparada las estructuras cognitivas en los
dos momentos de intervencién en la aplicacién del instrumento, por lo que se puede reconocer
las definiciones presentes en ambos momentos de intervencién del instrumento al estudiantado
de la muestra poblacional, asi como la influencia de la estrategia de Aprendizaje Basado en

Investigacidn con la que este grupo interactuo.
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Pretest vs Postest Grupo Experimental
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lustracion No. 4 Estructura inicial y final del Grupo Experimental.

En relacién a la anterior ilustracion, se evidencian que la mayoria de items presentan unos
altos indices de significancia en la definicion de conceptos, por lo que a continuacion, se
presenta un analisis detallado de aguellos items resaltando las implicaciones estadisticas que
soportan la construccion de conocimiento en los dos momentos de intervencién del instrumento.

item 1. Respecto a la identificacion de la naturaleza de la fitoquimica, se encontré en los
estudiantes un valor de resignificacion del 6 % el cual se obtuvo por la diferencia entre el pretest
(81,43 %) y el postest (87,14 %), lo que permitio reconocer que en este Gltimo grupo la estrategia
permitio el estudiantado lograra verificar la importancia de la fitoquimica como una disciplina
clave para el aislamiento y la identificacion de la actividad bioldgica que poseen las diferentes
especies vegetales de una region (Hernandez et al., 2015).

Item 2. En este sentido, se logro verificar que el grupo experimental mejoré en un 2 %, el
cual es un valor que se debe tener en cuenta dada la alta significancia que se presentd en estos
estudiantes dados los dos momentos de aplicacion del instrumento, deducido por la diferencia

obtenida en el pretest (85,71 %) y postest (87,14 %), lo que permitio verificar la influencia de la
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interaccion con la estrategia para el reconocimiento de las diferentes técnicas fitoquimicas que
facilitan la identificacion de aquellos principios activos de las especies vegetales con alto
potencial bioldgico, y por las cuales son las bases de la investigacion en farmacognosia que de la
mano de un riguroso estudio cientifico y el adecuado uso de las sustancias de origen natural
permite la recoleccion, preparacion, preservacion, comercializaciéon, distribucion, identificacion
y evaluacion de los componentes quimicos de origen natural, finalmente generando la
produccion de nuevos medicamentos para el beneficio humano (Cortez Gallardo et al., 2004).
Item 3. Para los autores de la presente investigacion, se evidencio que este item resultd uno
de los aspectos con mayor conflicto en el estudiantado, dado que como se observa en la
ilustracion No. 4, se evidencid en este grupo de manera inicial una estructura cognitiva
considerable en este ambito, sin embargo posterior a la aplicacion del postest se encontr6 un
decremento del 7,14 % producto de la diferencia encontrada en el pretest (77,14 %) y postest
(70,0 %), de modo que este cambio negativo permite establecer que una parte del grupo no
considera que la identificacion de los tipos de metabolitos secundarios presentes en una especie
vegetal se empleen técnicas cualitativas o el respectivo tamizaje fitoquimico, en este ultimo
aspecto cuando se consulto este apartado a los estudiantes durante su etapa experimental, algunas
afirmaciones relacionadas son:
“Para reconocer los tipos de metabolitos que se encuentran en un extracto se emplean
algunos reactivos que dan un color especifico segun el tipo de compuesto presente ”
“El tamizaje fitoquimico es la manera en la que se puede identificar los compuestos que
se presentan en un extracto por medio de reacciones quimicas”
Dado que el grupo experimental ya tenia una estructura cognitiva respecto a este apartado,

las afirmaciones expuestas previamente soportan la busqueda realizada por ellos en el sentido de
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conocer a un mayor nivel los fundamentos tedricos que validan la identificacion cualitativa de
metabolitos en una especie vegetal (Remon Rodriguez et al., 2012), se esperaba que este grupo
Ilegara a un mayor nivel conceptual en este aspecto dada su interaccion con las fases llevadas a
cabo en laboratorio, en ese sentido se destaca que en el momento final se conserva un nivel de
acierto considerable por lo que la estructura cognitiva se ha logrado consolidar en este grupo.

Item 4. Por medio de la ilustracion No. 4, se evidencia una notable consolidacion
conceptual en el grupo experimental de 22,86 % producto de la diferencia en el pretest (48,57
%) y postest (71,43 %), dado que el estudiantado ya poseia una estructura conceptual previa, a
través de la constante busqueda de la naturaleza de los metabolitos secundarios seleccionados
durante la etapa de la elaboracion de los proyectos en el grupo junto al trabajo desarrollado en
laboratorio, esto permitié consolidar que efectivamente los metabolitos secundarios son
obtenidos a partir de los productos del metabolismo primario (Galbis Pérez, 1999), pero estos no
son sintetizados a partir de las rutas metabolicas del metabolismo primario, sino que en las
plantas siguen unas rutas especificas de biosintesis como producto de la evolucion y en funcion
de la naturaleza del empleo que le da la especie vegetal a los principios activos en mencion (Taiz
y Zeiger, 2006).

Item 5. De manera similar al item No. 3., este apartado resultd en el estudiantado
perteneciente al grupo experimental uno de los de mayor conflicto a nivel conceptual,
encontrando un decremento del 11,43 % producto de la diferencia en los dos momentos de
aplicacion del instrumento (57,14 y 45,71 % respectivamente), de esta manera pese que el grupo
experimental se encontro en constante interaccion tedrico-practica para el reconocimiento de la
naturaleza de los metabolitos secundarios, en una parte de la muestra poblacional es muy posible

que se halla dificultado el reconocimiento de la amplia clasificacion de los metabolitos
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secundarios, no solo a partir de sus origenes biosintéticos en los que se tiene como base la ruta
metabolica en la que se produjo, sino que se tiene en cuenta aspectos base como la
quimiotaxonomia en la que se tiene en cuenta la estructura quimica del metabolito en cuestion,
entre otros (Castillo Garcia y Martinez Solis, 2007, pag. 25).

Item 6. Debido al nivel conceptual en el que se encontraban los estudiantes, se logré
evidenciar una resignificacion de 7,14 % producto de la diferencia hallada en el pretest (74,29
%) y el postest (81,43 %), lo que permite deducir que en el desarrollo de cada grupo durante la
etapa de trabajo préctico permitidé reconocer que, aunque en nuestra institucién no poseemos la
tecnologia necesaria para realizar este tipo de analisis, durante el trabajo en el aislamiento e
identificacién de metabolitos secundarios es necesario el empleo de técnicas espectroscopicas en
especial la espectrometria de masas en las que a partir de la produccion de iones de las moléculas
a identificar, la separacion de estos en relacion a la masa carga y la medicion de las masas
relativas de cada ion se lograra la identificacion de la molécula desconocida con potencial
bioldgico (Pasto y Johnson , 1981, pag. 273).

Item 7. Este concepto resulto de alta significancia, dado que se encontré un valor asociado
a resignificacion de conceptos del 11,43 % producto de las diferencia obtenida entre el pretest
(77,14 %) y el postest (88,57 %), lo anterior permiti6é deducir que es muy factible que la
experiencia llevada a cabo por cada uno de los estudiantes les permitiese reconocer que los
metabolitos secundarios son diferentes en cada especie vegetal por lo que su funcién en la
mayoria de los casos se relaciona con aquellos sistemas de excrecion o defensa en las plantas, asi
como su responsabilidad en el olor, color, sabor y de muchas propiedades en si de las especies.

(Anaya Lang, 2003); (Castillo Garcia y Martinez Solis, 2007, pag. 25).
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Item 8. En este aspecto se pretendia reconocer el principio que permite la extraccion de
los componentes o principios activos que se encuentran en una especie vegetal, dada la
naturaleza organica de los metabolitos secundarios, el estudiantado se debia encontrar en
desacuerdo con el enunciado, dado el principio de solubilidad estos deben ser tratados con
solventes organicos en funcién de un gradiente de polaridad (Rodriguez, H. et al), por lo anterior,
en los dos momentos de intervencion del instrumento se encontr6 un leve decremento en la
estructura cognitiva en la que se presentd un margen de diferencia del 1,42 %, esto permitio
reconocer que la experiencia desarrollada en laboratorio logré definir en cierta medida la
importancia del empleo de solventes organicos para la extraccion de metabolitos secundarios, sin
embargo no se puede obviar que aun persistan conflictos en la manera que se seleccionan los
respectivos solventes para una extraccion preliminar de metabolitos en una muestra vegetal.

Item 9. De manera similar al grupo control, a lo largo del desarrollo de la experiencia se
encontrd un conflicto con el término bioprospeccion, en el que aludiendo a lo mencionado por
Muller, Obermeier y Berg (2016), se resalta el papel de la bioprospeccion con toda esa demanda
creciente en la actualidad para el reconocimiento de nuevos componentes bioactivos para el
beneficio en el campo de la salud, industria, agricultura y demas. Es en este sentido que los
procedimientos llevados a cabo en el aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios
permiten relacionarlo con la bioprospeccion como tal; En relacion a la estructura cognitiva que
se encontrd en el grupo experimental, se logro identificar una aumento en la estructura
conceptual de 7,15 % obtenidos de la diferencia entre el pretest (67,14 %) y postest (74,29 %),
es de resaltar que esta muestra poblacional al encontrarse interactuando de manera continua con
el tratamiento fitoquimico que recibe una muestra vegetal, la realizacion de la extraccion de

metabolitos presentes en ella, el respectivo tamizaje fitoquimico y demas procedimientos,
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permitieron al estudiantado reconocer en buena medida el papel de las técnicas fitoquimicas en la
bioprospeccién de una especie vegetal.

Item 10. Vale la pena resaltar el gran indice de resignificacion encontrado en el grupo
experimental, por medio de la lustracion No.4, se encontrd un cambio del 5,71 % producto de la
obtencién de la diferencia entre los resultados del pretest (81,43 %) y el postest (87,14 %). Lo
anterior sugiere la capacidad del estudiantado de reconocer las implicaciones de la interaccion de
algunos metabolitos secundarios con microorganismos, dado que dependiendo de la naturaleza
de la sustancia quimica en mencion se puede lograr la inhibicion o proliferacion de estos
organismos en un cultivo dado, tal como menciona Parés | Farras y Giménez (1997), pag. 330,
de esta manera es que se les atribuye la actividad farmacoldgica o inmunolégica a los productos
de fuentes naturales, dado que por medio de la inhibicion en el crecimiento bacteriano es que
muchos compuestos han venido siendo empleados como anticancerigenos dada la toxicidad para
células de alta proliferacion.

Item 11. Pese que de manera global el estudiantado poseia consolidada una estructura
cognitiva en relacion a este item, por medio de la llustracion No. 4, se pudo identificar que este
item resulto en uno de los de mayor conflicto presentado en el estudiantado, en el grupo
experimental se hall6 un decremento conceptual del 4,29 % producto de la diferencia del pretest
(44,29 %) y el postest (40,0 %). Como autores del presente estudio se pudo determinar que los
estudiantes al presentar previamente unos conocimientos estructurados, no son capaces de
relacionar la evaluacion del potencial anticancerigeno en los metabolitos con unos
procedimientos a seguir para su respectiva determinacion, tales como la determinacién del nivel
de toxicidad de los metabolitos secundarios a través de su evaluacion sobre Artemia salina

(Ordaz Gonzélez, D'Armas, Yafez, Hernandez y Camacho, 2010), reconocimiento de la
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evaluacién antimicrobiana por medio de la técnica de bioautografia directa (Colorado, Galeano y
Martinez 2007), o la difusion en agar por medio de pozos (Ordaz, D Armas, Yéfiez, Hernandez,
y Camacho 2010), y la evaluacion por actividad citotoxica por lineas celulares (Gémez y Trejos
2009), entre otros.

Item 12. Por medio de la lustracion No. 4, se evidenci6 una alta resignificacion del
11,43 % producto de la diferencia entre lo obtenido por medio del pretest (78,57 %) y el postest
(90,0 %), de esta manera, se logro verificar la eficacia de la interaccion del estudiantado con la
estrategia de aprendizaje postulada, dado que en la formulacion de los respectivos proyectos por
cada subgrupo elaborado se parte del reconocimiento de la importancia del metabolito
secundario en cuestion relacionando esos nexos fundamentales entre el conocimiento
etnobotanico y la fitoquimica dentro de la basqueda y aislamiento de nuevos principios activos
con interés médico entre otros. Como autores del presente estudio se puede relacionar este
conocimiento consolidado en los estudiantes dada la fuerte relacion que se posee de manera
cultural en nuestra region en relacion al uso de especies vegetales, para ellos resulta sencillo
relacionar el conocimiento que se tiene de una especie dada con los posibles potenciales que esta
posea, es asi que el trabajo desarrollado les ha permitido adquirir habilidades que les permita
reconocer la importancia del aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios, en donde
tal como afirman Méndez y Duran (1997), cada vez es mas notable la fuerte tendencia mundial
en la busqueda de medicamentos de origen natural, dada la inmensa riqueza vegetal que se posee
en los paises tropicales se ha puesto la mirada en la obtencion de compuestos a partir de plantas
medicinales.

Item 13. Este item se encuentra relacionado al item No. 7., dado que por medio de estos

se valora la capacidad del estudiante en el reconocimiento de las propiedades de los metabolitos
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secundarios y sus diversas funciones en las especies vegetales. Tal como se logro apreciar por
medio de la llustracion No. 4, se encontrd una alta significancia en la reformulacion de estas
concepciones en los estudiantes pertenecientes al grupo experimental, dado que tal como se ha
venido evaluando en el instrumento, la mayor parte de la investigacién en productos naturales se
encuentra estrechamente vinculada con esas propiedades asociadas a estos principios activos, por
lo anterior, este grupo logré una alta resignificacion de este concepto con un valor del 8,57 %
producto de la diferencia encontrada entre la intervencion del pretest (82,86 %) y el postest
(91,43 %). Esta significancia se relaciona directamente con el trabajo desarrollado por los
subgrupos establecidos, en donde cada uno describi6 aquellas actividades por las que se destaca
el metabolito secundario en cuestion, y que, en ultimas llevo al estudiantado al reconocimiento
en la importancia a nivel vegetal en la produccién de estos compuestos quimicos como
mecanismos de defensa, atrayentes, soporte estructural, entre otros (Taiz y Zeiger, 2006)

Item 14. En este aspecto se logro identificar el alto nivel de reconceptualizacion
presentado en este grupo, en el que se encontrd un cambio significativo del 12,86 % producto de
la diferencia entre el pretest (80,0 %) y postest (92,86 %), de esta manera se aprecia el efecto de
una revision constante de literatura dado que en la etapa de trabajo en laboratorio ameritaba por
parte de ellos una contextualizacion de lo que cada uno realizd, de esta manera, el trabajo
experimental permitio dicha consolidacion conceptual en donde la investigacion fitoquimica
toma esa importancia en la colecta, identificacion, preparacion del material vegetal, tamizaje
fitogquimico, determinacion de actividad biol6gica, actividad citotoxica y determinacion
estructural, entre otros, que son las actividades que permiten reconocer esas nuevas fuentes de

productos naturales y las soportan por medio de la divulgacion cientifica (Rivas et al., 2016).
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Item 15. De manera similar al item No. 8., este aspecto se realizd con el fin de evaluar la
capacidad del estudiantado para reconocer que en la investigacion fitoquimica no se emplean
disolventes inorganicos sino organicos dada la naturaleza de los metabolitos secundarios como
compuestos quimicos de origen natural, aqui se planted las caracteristicas que debia poseer la
muestra vegetal previamente a ser tratada (Rivas et al., 2016, pag. 6), por medio de la llustracion
No. 4., se logroé verificar un nivel de significacion de 4,29 % producto de las diferencias
encontradas en los dos momentos de intervencion del instrumento (Pretest y Postest), es asi, que
se logra identificar en una buena medida la interaccién con el trabajo en laboratorio permiti6
asociar la técnica por la cual el material vegetal debe ser tratado, logrando reconocer la
capacidad del estudiantado para identificar la metodologia a seguir para el tratamiento del
material vegetal hacia la extraccion de los compuestos quimicos bioactivos de interés.

Item 16. Tal como se ha tratado en anteriores apartados, la alelopatia se conoce como esa
interaccion en la que intervienen metabolitos secundarios que influyen en el crecimiento y
desarrollo de otros organismos vivos (Anaya Lang, 2003, pag. 255). De manera que por medio
de las diversas interacciones metodologicas a las que fueron sometidos los grupos es de esperar
una resignificacion positiva dado el nivel de acierto del estudiantado con el enunciado propuesto,
de este modo, por medio de la lustracién No. 4, se logro encontrar un notable crecimiento en la
estructura cognitiva del grupo en un 18,58 % producto de la diferencia encontrada entre el
pretest (75,71 %) y postest (94,29 %). Lo anterior, cabe resaltar que, aunque no se llevé a cabo
esta etapa procedimental, los grupos dentro del planteamiento de sus respectivos proyectos
lograron acercarse de manera teorica permitiendo establecer una resignificacion de este concepto
para consolidar el papel de la alelopatia en la evaluacion bioldgica de los metabolitos

secundarios.
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Item 17. Dentro de este aspecto se resalta la capacidad del estudiantado en reconocer la
importancia de las técnicas cromatograficas (Cromatografia en Columna y Cromatografia en
Capa Fina) para la separacion de los diferentes metabolitos secundarios presentes en una
muestra, tal como afirma Sharapin (2000), la cromatografia permite separar compuestos en
funcion de su polaridad, aunque no todas las moléculas organicas poseen una coloracién visible,
las sustancias incoloras pueden ser separadas y visualizadas por medio del empleo de un
revelador que puede ser un reactivo quimico o su interaccion con luz UV. Dado que en las
diferentes catedras de quimica por las que han pasado los estudiantes se ha hecho énfasis en estas
técnicas, la llustracion No. 4., revela el alto acierto presente en el estudiantado en el momento
inicial sumado a una alta significacion conceptual del 12,85 % producto de la diferencia
obtenida entre el pretest (72,86 %) y postest (85,71 %), lo que implica en una eficiencia por parte
de la estrategia en la medida de promover en el estudiantado una resignificacion de dicha técnica
en el anélisis quimico junto a su aplicacion en la identificacion de metabolitos secundarios como
tal.

Item 18. Como uno de los objetivos del curso de fitoquimica, es el reconocimiento de
compuestos bioactivos en la basqueda de nuevos medicamentos de estos productos naturales, de
esta manera al encontrar un principio activo de interés existe la posibilidad de sintetizar dicho
compuesto a partir de su estructura conocida, tal como afirman Bradshaw y Bonjoch (2015), la
sintesis de productos naturales ha entrado en una etapa en la que la eficiencia del proceso asume
un papel preponderante, a fin de poder acceder de manera escalable a moléculas con potencial
impacto en la sociedad. De esta manera, por medio de la llustracion No.4., se encontrd que la
estructura cognitiva asociada a este item en el grupo experimental se mantuvo igual a lo largo de

la experiencia, por lo que en una parte del estudiantado a través del estudio constante de la
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naturaleza de la quimica de productos naturales permitié consolidar esta faceta importante de la
investigacion fitoquimica.

Item 19. Por medio de la Ilustracion No. 4, se logrd identificar que el grupo experimental
pasod por un cambio conceptual aproximado de 4,29 % producto de la diferencia hallada entre el
pretest (68,57 %) y postest (72,86 %), en donde el estudiantado logro reconocer el conflicto
existente en este item, dado que se disefio para valorar la capacidad del estudiante de identificar
las implicaciones de la naturaleza de las reacciones quimicas cualitativas, en donde la aplicacién
de reacciones de coloracion resultan en unas técnicas sensibles reproducibles y de bajo consto,
que permiten la formacién de complejos quimicos especificos que viabilizan la identificacion
preliminar de la gran diversidad metabdlica presente en un extracto vegetal (Sharapin, 2000)

Item 20. Este ultimo item permiti6 valorar las concepciones presentes en los estudiantes
en relacion a la espectroscopia, tal como lo define Pasto y Johnson (1981), estos métodos
estudian la interaccion entre la interaccion electromagneética y la materia, en particular tres zonas
del espectro electromagnético con especial interés en la determinacion de compuestos quimicos,
UV, IR y ondas de radio. Dado que los estudiantes del grupo experimental contaron con el
empleo de equipos de espectroscopia para la identificacion de los metabolitos secundarios de
interes, la llustracion No. 4, permitiéo comprobar la significancia que tuvo esta metodologia en el
reconocimiento de la naturaleza estructural de los metabolitos, en donde se hall6 un notable
cambio conceptual de 25,71 % en los dos momentos de aplicacion del instrumento (Pretest y
postest respectivamente), lo que la interaccion y manipulacion de instrumental asociado a
técnicas espectroscopicas contd con una significancia en sus estructuras cognitivas asociadas a
los métodos de identificacion estructural para la identificacion de la naturaleza de los diferentes

metabolitos secundarios.
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Revisados los resultados del grupo experimental, en general se observa que su estructura
cognitiva experimenta un aumento del 6,78 %, el cual se obtuvo al restar el porcentaje de
aciertos del post-test (75,78 %) y el pre-test (69 %), por su parte Runyon y Haber (1986)
plantean que una diferencia superior al 5% es suficiente para la aceptacion de la hipotesis
propuesta en el respectivo estudio.

Por su parte, el aumento cognitivo encontrado en el grupo experimental concuerda con lo
observado en la llustracion No.4.,donde solo 4 items del estudio presentaron un decremento en
su estructura cognitiva, los cuales se relacionaban con aspectos como el tamizaje fitoquimico y
preparacion de la muestra vegetal, el empleo de solventes organicos y su importancia, asimismo,
se presentd cierto nivel de dificultad cognitiva en el momento de reconocer las rutas de
biosintesis de los metabolitos secundarios y su respectiva clasificacion, asi como algunos
aspectos relacionados a los ensayos bioldgicos. No obstante, los 16 items restantes sufrieron una
alta resignificacion producto de la estrategia Aprendizaje Basado en Investigacion
implementada, lo que permitio aumentar la estructura cognitiva del grupo

Con los datos obtenidos en las Tablas No. 9 y 11., y evidenciados en la llustracién No.4,
se procede a demostrar la eficacia de la estrategia didactica utilizada con este grupo. Esta
relacion se plantea a través de una prueba Z (Martinez Bencardino, 2012) para la cual se utiliza

los siguientes algoritmos.
R J— 0-12 0—22
(X1 —Xy) = |3+~ (D)

_ XX
) (2)

98



Por medio de las Tablas No. 10 y No. 12, se emplean los valores calculados de la

desviacion estandar y media del pretest y postest, por lo que a traves de la expresion (1) se tiene

que:

28,95 4 62,61
14 14

5(X; — Xp) = = 2,55

Con el anterior valor, empleando la expresion (2) se procede a calcular el valor Z, tal como

se ilustra a continuacion:

_ 75,78 - 69

255 - 200

Por lo anterior, se procede a ubicar el valor Z obtenido en la curva bilateral, tal como se

evidencia en la Hustracion No.5.
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i
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|

1,64 -1,28 1,28 1,64 2,65

lustracion No. 5 Ubicacion del valor Z calculado en la curva binomial. Grupo Experimental.

El valor de Z calculado presente en la llustracion No. 5, se ubica en la zona de alta
significancia de la curva binomial con un intervalo de confianza menor a 0.10 y 0.05, en
consonancia con el segundo objetivo especifico propuesto, este valor se posiciona en la zona de
rechazo de la hipétesis nula (H,) por lo que se procede a aceptar la hip6tesis alternativa (Hy), en

donde se planted que el aprendizaje basado en investigacion permite la definicion de algunos
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conceptos fitoquimicos en estudiantes de la Licenciatura en Ciencias Naturales de la Universidad
Surcolombiana. Lo que comprueba que la estrategia didactica del Aprendizaje Basado en
Investigacion con la que el grupo experimental interactu6 si incide de manera significativa en el
aprendizaje de los conceptos asociados al aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios

involucrados en el presente estudio.

8.3  Comparacion entre el Grupo Control vs Experimental

Por Gltimo, se realiza una comparacion entre las estructuras cognitivas presentes en el
momento final para ambos grupos del presente estudio, por lo que se hace realiza nuevamente
una prueba Z para definir el nivel de eficacia de la estrategia Aprendizaje Basado en
Investigacion en comparacion a la ensefianza convencional como estrategia significativa para el
aprendizaje de algunos conceptos relacionados al aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios, tal como se ilustra a continuacion

Por medio de las Tablas No. 8 y No. 12, se emplean los valores calculados de la desviacion
estandar y media obtenidas en el postest para los grupos control y experimental, por lo que a

través de la expresion (1) se tiene que:

. 28,95 14,56
SXi—X;) = |+ =181

Con el anterior valor, empleando la expresion (2) se procede a calcular el valor Z, tal como
se ilustra a continuacion:

_ 757817025
N 1,81 N

3,05

Por lo anterior, se procede a ubicar el valor Z obtenido en la curva binomial, tal como se

evidencia en la llustracion No. 6.
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0,10 0,10

0,05

-1,64 -1,28 1,28 1,64 3,05

lustracion No. 6 Ubicacion del valor Z calculado en la curva binomial. Grupo Control vs Experimental.

El valor de Z calculado presente en la llustracion No. 6, se ubica en la zona de alta
significancia con un intervalo de confianza inferior a 0.10 y 0.05; de acuerdo al segundo objetivo
especifico propuesto en el presente estudio, este valor se localiza en la zona de rechazo de la
hipétesis nula (H,), por lo que realizando la comparacion de resultados obtenidos en la estructura
conceptual de ambos grupos del estudio, se procede a aceptar la hip6tesis alternativa (H,), la cual
plantea que la estrategia Aprendizaje Basado en Investigacién permite una mejor definicion de
algunos conceptos fitoquimicos en estudiantes de la Licenciatura en Ciencias Naturales de la
Universidad Surcolombiana, comparada con el grupo control. Lo anterior, una vez mas, permite
comprobar la eficacia de la estrategia didactica con la que el grupo experimental interactud si
incide de manera significativa en el aprendizaje de los conceptos asociados al aislamiento e

identificacién de metabolitos secundarios involucrados en el presente estudio.

8.4  Consideraciones Adicionales de Aprendizaje para el Grupo Experimental.
En este apartado, se analiza la estrategia implementada para incentivar el aprendizaje sobre
el aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios empleando como base la

bioprospeccion del helecho Eupodium pittieri el cual, como se ha mencionado posee un potencial
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bioldgico atribuido en la zona sur del departamento de Huila. Por lo anterior, se Ilevaron a cabo
los pasos y actividades propuestas en la fase 111y fase 1V donde se destaca la rigurosidad
metodoldgica e investigativa en la cual se enmarca el Aprendizaje Basado en Investigacion.
8.4.1 Elaboracion del miniproyecto de investigacion. Para el desarrollo de este, se
tuvo en cuenta la consolidacion de las bases conceptuales y metodoldgicas descritas en las
actividades 3 y 4 donde se realiz6, por parte de los grupos de investigacion, la documentacién

respectiva, la problematica a la cual atiende el proyecto, asi como la formulacién de los objetivos

de investigacion y la delimitacion metodoldgica. (ver lustracion No. 7)

lustracion No. 7 Grupos de investigacién elaborando los proyectos asociados a los metabolitos secundarios.

En ese sentido, como se muestran en las anteriores ilustraciones, los grupos elaboraron en
acompafiamiento de los directores de investigacion lo concerniente a factores que influyen en el

desarrollo de una propuesta investigativa.

8.4.2  Trabajo experimental. Avalado el proceso de investigacion anterior, los grupos
de trabajo desarrollaron paso a paso la investigacion fitoquimica principalmente centrando la

atencion en el aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios descritos.
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Actividad 1. Extraccion fitoquimica. De acuerdo a la delimitacion metodolégica por parte
de los grupos, tres de los cuatro grupos concordaron en la extraccion de los metabolitos
secundarios empleando la técnica de maceracion exhaustiva con disolvente organicos no
obstante el grupo de Saponinas propuso una metodologia especifica para este metabolito
producto de lecturas en articulos cientificos lo cual consistié en tomar una cantidad de material
vegetal tratdndolo con Etanol en un tubo de ensayo una temperatura de ebullicién de agua en
bafio maria por 15 minutos posteriormente desarrollando una filtracion asi obteniendo el extracto
crudo con el disolvente.

Por lo anterior, se les proporcion6 material tratado previamente por los autores-
investigadores, de la especie vegetal con el objetivo de desarrollar el aislamiento e identificacion
del metabolito por parte de los grupos, de esta forma, llevaron a cabo el respectivo desengrase

del material vegetal con n-hexano, seguidamente realizaron la extraccion descrita anteriormente

para obtener los extractos crudos. (ver llustracion No. 8)

Iustracion No. 8 Actividades realizadas para la extraccion fitoquimica de metabolitos secundarios de los grupos de
investigacion.
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Como se puede observar en las anteriores ilustraciones se detalla los procesos
metodoldgicos llevados a cabo por cada uno de los grupos para la obtencidn de extractos
metanolicos y cloroférmicos necesarios para las posteriores actividades. En ese sentido, se
evidencid un comportamiento procedimental aproximado al cientifico con relacion al manejo de
materiales, reactivos y procedimientos de laboratorio. Cabe resaltar que antes de iniciar cada una
de las metodologias descritas por ellos, a modo de coordinacién de investigacion, se les pregunto
cudl es el objetivo persigue la metodologia a desarrollar al igual que la fundamentacion teérica 'y
aspectos metodoldgicos del mismo consolidando asi un espacio para la socializacion de estos
aspectos.

Actividad 2. Identificacion preliminar. Cada uno de los grupos investigo pruebas
especificas de identificacion colorimétrica para los metabolitos secundarios estudiados, en el
caso de alcaloides fue el grupo que desarrollo mayor cantidad de pruebas puesto que los
alcaloides reaccionan con yodo, este grupo presenté un comportamiento deseado en la
preparacion de reactivos, procedimientos y actitudes cientificas, manifestaron lo siguiente:

S11: “Nos gusta esta experiencia porqué no es el curso normal donde nos facilitan los

reactivos hechos, acd conocemos como debe de prepararse y como funciona”.

Cabe resaltar, que los directores de investigacion mantuvieron una constante observacion

de los procesos, cada grupo llevo independencia de los procesos metodologicos puesto que ya

contaban con aval para esta actividad. (ver Illustracion No. 9)
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lustracion No. 9 Resultados de las pruebas cualitativas de los grupos de investigacion.

Actividad 3. Aislamiento de metabolitos. Con los resultados presentados en la actividad
anterior, cada uno de los grupos present6 una estrategia de aislamiento de los metabolitos para
los cuales escogieron técnicas cromatogréficas para dos grupos —saponinas y flavonoides—
observaron la pertinencia de hacer una columna cromatogréfica. En cuanto que, el grupo de
alcaloides, asi como terpenos y/o esteroides decidieron utilizar la cromatografia en capa fina
(CCF). Debido a las asesorias pertinentes cada uno de los grupos buscd en la literatura como
poder identificar el metabolito de interés empleando tanto la absorcidn al ultravioleta como
también la coloracion especifica en una reaccion. En ese sentido, como se mencioné el grupo de

alcaloides, determing la facilidad de utilizar yodo resublimado; flavonoides, vapores de
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amoniaco, asi como luz UV; saponinas y terpenos y/o esteroides la reaccion de Liberman-
Burchard por la similitud estructural de los mismos. Es de mencionar, hasta este proceso se
puede evidenciar comportamientos y actitudes similares a los investigadores en ciencias, la
curiosidad asi como el interés ayudo a la asimilacion de los procesos, la compresion ademas de
la importancia de “seguirle la pista a un compuesto” también, saber la disposicién de su
polaridad conforme su factor de retencion, las fases moviles adecuadas para posteriores procesos
entre otros factores determinantes para el aislamiento de metabolitos como es la inferenciacion a

partir de resultados preliminares. (Ver llustracion No. 10.)

lustracion No. 10 Desarrollo de técnicas cromatogréafica y detencion cualitativa de metabolitos los metabolitos
secundarios.

Asimismo, desarrollado la identificacién preliminar de los metabolitos, cada grupo en

comun acuerdo y con la observacion directa de los datos determind la polaridad adecuada para el
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desarrollo de las técnicas de separacion y aislamiento del metabolito, en ese sentido, cada grupo
le siguid la pista con los reactivos y el revelado en la cdmara ultravioleta UV- Vis con emision de
302 nm y 365 nm donde notaron la presencia de la diversidad metabolita en las muestras de cada
uno de los grupos, las coloraciones de las fracciones asi como la observacion de colores en la

placa de cromatografia en capa fina incolora a simple vista después del corrido cromatogréfica.

(ver llustracion No.11)

lustracion No. 11 Identificacion cromatografica, revelado y ajuste de condiciones cromatograficas para el
aislamiento en Cromatografia en Capa Fina Preparativa.

Posteriormente, cada grupo decidio la cantidad de muestras que querian analizar, se les
recomend6 como primera medida aislar el compuesto de interés segun la pista del revelado
empleado. Ademas de ello, hubo grupos que aislaron hasta tres muestras de la cromatografia en

capa fina preparativa de acuerdo a la resolucion de las bandas observadas en la cdmara UV, lo
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que determinaron como ideales para purificar. La técnica consistié en revelar las placas
exponiéndolas al UV, delimitar las franjas eludidas con ayuda de un l&piz de las que presentaron
una buena separacion, seguidamente, realizaron un raspado de la fase estacionaria (Silica gel) asi
como un filtrado con un disolvente orgéanico (cloroformo o metanol) donde finalmente se
disponia de la muestra para evaporacion del disolvente a menos de 40° C. (ver llustracion No.

12)

lustracion No. 12 Procesamiento para el Aislamiento de los compuestos de interés en la investigacion Fitoquimica.

Actividad 4. Identificacion. Cada grupo trato la muestra para llevar a cabo el analisis
espectroscopico donde a partir de las revisiones preliminares, se determin6 que la forma mas
adecuada debido a la poca cantidad de compuestos obtenidos en cantidades de 0,005 g la mejor
técnica que permitio la identificacion del tipo de metabolito fue la espectroscopia ultravioleta

visible empleando el equipo Espectrofotometro UV-Vis Perkin ElImer Lambda 35, y su
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respectivo software UV WinLab para la determinacion de la maxima absorbancia de los
compuestos aislados. Cada muestra fue analizada por los grupos en una celda de vidrio verde con
una alicuota de 3.0 mL de muestra disuelta en Cloroformo este ultimo como blanco empleado de

esta manera los grupos obtuvieron los espectros respectivos para su posterior analisis. (ver

[lustracion No. 13)

IHEEREEREERE

lustracion No. 13 Desarrollo de la espectroscopia ultravioleta visible. Espectrofotémetro UV-Vis Perkin Elmer
Lambda 35, y su respectivo software UV WinLab.

De esta manera, cada grupo de investigacion realizo el procesamiento espectroscopico para
determinar la interaccion de este tipo de radiacion electromagnética con la naturaleza estructural

de las moléculas objeto de estudio como se exponen a continuacion en la llustracion No. 14
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Figura 5. CCF 302 nanémetros. Extracto Eupodium pittieri

- — ¥ e —— W et M e

Figura 7. CCF 365 nanémetros. . Extracto Eupodium  Pigyura 8 UV — VIS Longitud méxima de absorcion (273 nm). Extracto
Eupodium pittieri

lustracion No. 14 Obtencidn de los espectros para cada muestra obtenida por parte de los grupos de investigacion
para metabolitos secundarios.

Actividad 5. Reportes finales de investigacion. Realizado todo el proceso en el laboratorio
por los cuatro grupos sobre el Aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios
descritos anteriormente, los datos obtenidos mediante las pruebas fueron contundentes para el
asesoramiento, asi como la retroalimentacion en la elaboracién de los reportes finales de la
investigacion. Es de vital importancia, mencionar que la organizacion en la presentacion de datos
de laboratorio, evidencias como el diario de laboratorio, fotos, articulos clave, resultan ser
esenciales en la comprension preliminar y final del proceso desarrollado. Por lo anterior, el
reporte final de investigacion por parte del grupo experimental, se consolida con los items
triangulando la pregunta formulada de investigacion, los objetivos planteados junto con la
metodologia propuesta, por su puesto, acompafiado de un marco referencial en cuanto a la
importancia de cada uno de los metabolitos estudiando en la presente investigacién debidamente

referenciado.

110



Los resultados fueron enmarcaron realizando una comparacion de los espectros UV en
bases de datos, tesis de pregrado o postgrado, articulos de investigacion con los espectros
obtenidos en el laboratorio, realizando asi, el analisis y discusion con lo reportado en la literatura
cientifica, dando una aseveracion en cuanto a la presencia o ausencia del aislamiento del
metabolito de interés. Finalmente, cada grupo entrego su reporte final a los investigadores
principales relacionando sus consideraciones del proceso investigativo llevado a cabo, tal como
se ilustra en los Anexos No. 4,5,6y 7.

8.4.3  Socializacion. Una vez culminada las fases y actividades en relacion al
aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios, se procedio a realizar la
socializacion de los resultados obtenidos por parte de los grupos de trabajo (llustracion No. 15)

en el cual es importante destacar que cumplieron satisfactoriamente con los objetivos propuestos

en los proyectos.

llustracion No. 15 Socializacion de los proyectos de los grupos experimentales.

Primeramente, cada grupo —flavonoides, saponinas, alcaloides y terpenos, expusieron sus
proyectos mencionando los aspectos mas relevantes para cada metabolito; seguidamente se

destacaron los aspectos relacién a la contribucion del metabolito al potencial biologico del
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helecho. Cabe destacar que a continuacion se presenta una breve sintesis construida a partir de la

recopilacion ademas de tratamiento de material audiovisual obtenido.

8.4.3.1 Grupo flavonoides: —¢Qué métodos mas eficientes se pueden utilizar para el

aislamiento e identificacion de flavonoides en la especie Eupodium pittieri? —. Los objetivos
que se plantearon para el desarrollo de la investigacion fueron:
—Objetivo General: Aislar e identificar flavonoides en la especie Eupodium pittieri.

Especificos: Establecer una ruta metodologica para la identificacion de flavonoides y

determinar la presencia de flavonoides mediante las diferentes pruebas cualitativas y determinar
cualitativamente por cromatografia y espectroscopia la presencia de flavonoides—.

Una vez planteada la pregunta y los objetivos del miniproyecto, los estudiantes
prosiguieron con las explicaciones, aclarando el concepto de flavonoides, mencionando que —

“Son metabolitos secundarios, que se encuentran en las flores, hojas y frutos... Son compuestos
polifendlicos, es decir que tienen dos fenoles, o sea dos anillos arométicos que en este caso es el
Ay el B, y un tercer anillo pirano que contiene 5 carbonos y un atomo de oxigeno...”—. Lo
dicho anteriormente por los estudiantes, se puede contrastar con lo planteado por Sing (1997), en
donde destaca que los flavonoides se “componen bajo un sistema Cg-C3- Cs, en el cual dos
anillos aromaticos llamados A y B estan unidos por una unidad de tres carbonos que pueden o no
formar un tercer anillo, que en caso de existir es llamado C” (pag. 72). Como se evidencia en la

llustracion No. 16.
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lustracion No. 16 Estructura de los flavonoides. Adaptado de (Sing, 1997, pag. 72)

A partir de eso, se puede deducir que los estudiantes reconocieron de manera satisfactoria
la estructura de los flavonoides, ademas de destacar los grupos funcionales y su funcion en las
plantas.

— “Ya sabiendo que son los flavonoides, se dirige hacia la evaluacion fitoquimica, se
realizé el ensayo de Shinoda porque es caracteristico para encontrar flavonoides, entonces lo
que se necesitaba es el extracto en forma acuosa o en alcohol, acido clorhidrico, cinta de
magnesio o de zinc y alcohol amilico. Se disolvié un poco del extracto en hexano y tomamos 1
mL, a ese mL se agregd otro mL de &cido clorhidrico y por ultimo se adicion6 un pedacito de
cinta de Zn o Mg, se dejo un rato y luego se le agrego el alcohol amilico. El resultado que se
obtuvo fue una coloracion roja—. De acuerdo a lo enunciado por Bravo Sanchez y Acufia Calle
(2015), Lock, Cabello y Hugo Doroteo (2006), y Cayén Salinas y Salazar Alonso (2001),
mencionan que la prueba de Shinoda indica la presencia de los metabolitos secundarios llamados
flavonoides.

—Lo que ocurre es que los flavonoides por accion del Zinc en polvo, en presencia de HCI
y junto a los hidrogeniones en el agua, permiten la formacion de un complejo que genera la
reduccion del ion cloruro, el cual forma una coloracion rojiza, la cual es el indicador que

permite determinar cualitativamente la presencia de flavonoides en la muestra dada—.
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—Luego que se reconocid la presencia de flavonoides en el extracto lo siguiente fue hacer
uso de algunas técnicas cromatografica, utilizando tanto la cromatografia de columna, capa fina

y placa preparativa —.

—Cromatografia en columna: consiste en tener la columna con una llave de paso, se le

pone un pedacito de algodén y cerca de 1 o 1,5g de silicagel, luego con un poco de disolvente
que en este caso se uso hexano, se agregd y se medio la distancia para luego agregar de nuevo
mas disolvente como fase mdvil, en este caso, inicialmente se emple6 hexano y luego cloroformo.
Se obtuvo cerca de 11 fracciones. Luego se escogieron 3 que tuviera la mayor cantidad de

fraccidn, se revelaron a la luz ultravioleta y se identificd que estos posiblemente tenian

flavonoides por su coloracion presentada—.

—Cromatografia en capa fina: Luego de escoger las fracciones que posiblemente tenian

flavonoides, se tomd una placa cromatogréfica de silicagel, marcando una linea de 1 cm en la
parte inferior y superior, en la parte inferior se colocaron las muestras de las 3 fracciones y
después se pasé la placa cromatogréfica con los disolventes 1:1 de hexano y tolueno, la cual se
obtuvo 5 manchas donde posiblemente habia presencia de flavonoides en la especie Eupodium
pittieri, luego se llevé esta placa al UV, y se pudo analizar con mayor claridad la presencia de

flavonoides, pero también permitié a identificar que la muestra 10 tiene mayor cantidad de
flavonoides—.

Es importante destacar que ambas cromatografias se emplean gel de silice o silicagel como
fase estacionaria, y una fase movil organica. Pero existe una diferencia entre estas dos
cromatografias, como lo destaca Dupont y Gokel (1985) “la principal diferencia es que en la

cromatografia en columna el adsorbente se introduce en una columna, mientras que, en la
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cromatografia en capa fina, el adsorbente se deposita en forma de capa delgada sobre una placa
de vidrio” (pag. 79).

—pPosterior a la identificacion preliminarmente se eligio la fraccién 10, se procedio a
implementar la cromatografia de capa preparativa para conocer con mayor claridad la
presencia de flavonoides. Se tomé la fraccion 10 en la placa cromatogréafica y se marc6 con una
diferencia de 0,5 cm para empezar a depositarla en la placa y después se paso a la placa
preparativa que se tuvieron mediante el corrido con disolventes polares, en este caso fueron
hexano, tolueno y butanol en proporciones de 1:1:2; Posterior al recorrido de la fase mévil por
la placa, se observaron unas manchas en la parte superior de color verde claro y en la parte
inferior unas manchas, las cuales solo se lograron observar por medio de la lampara UV. Al

final se analizo que en la parte superior quedaron marcadas de un color rojo fosforescente y en

la parte inferior un azul celeste significativamente —.

—Una vez localizado los compuestos separados en la cromatografia de capa fina, lo
siguiente fue realizar el respectivo raspado de estas mismas... agregarlo a un embudo de papel

para filtrarlo con metanol, permitiendo a el MeOH arrastrar el compuesto de la silica gel—...

—El polvillo obtenido se llevé a espectroscopia UV-Vis, el cual evidenci6 una

absorbancia maxima de 269, 86nm en la muestra A, y en la muestra B, una absorbancia maxima

de 276,78nm. En la teoria afirma que en este rango se encuentran el espectro de los flavonoides
porque tienen algunas caracteristicas especiales como la forma de ser del compuesto—.

Culminada la metodologia planteada y resultados obtenidos por parte de los estudiantes, se
dio paso a la seccion de las preguntas por parte del profesor titular del curso Jhon Fredy

Castafieda, resultando la siguiente: ;Qué se les dificulto para entender sobre el aislamiento e
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identificacion de flavonoides, las pruebas cualitativas, es decir para que se hace cada cosa o
proceso? Los estudiantes respondieron lo siguiente: —Yo no sabia porque se hacia eso, ahora si

lo entiendo. La parte fitoquimica se hace para ver si hay ese compuesto, después en la capa fina
es para ver cdmo se distribuye y como hallar la polaridad correcta para que se pueda separar

mejor y en la placa preparativa es para separarla y aislarlo de todo. La columna es para ver en

qué proporcién hay mas o menos de flavonoides en este caso—.

Profesor: ¢Qué es lo que hace que los flavonoides adsorban en el ultravioleta? —la

presencia de aromaticos, que se pueden identificar por radiacion UV; los carbonilos, carbono

doble enlace carbono, porque la radiacion UV, absorbe todos los compuestos que tengan estos

dobles enlaces, por lo que va haber una interaccion electronica—.

Ttados Y Analisis 15
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lustracion No. 17 Resultados obtenidos por los estudiantes del grupo flavonoides.

8.4.3.2 Grupo de saponinas: Los estudiantes inician destacando aspectos relevantes de
las saponinas, mencionando que — “forman parte de la gran familia de compuestos

estructuralmente construidos por un anillo terpenoide o esteroidal conocidos como aglicona o
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sapogenina sustituidos por oligosacéaridos a través de enlaces glucosidicos que les confieren un
caracter anfifilico.... Son metabolitos secundarios vegetales que tienen una importancia

farmacéutica y tienen una gran actividad biol6gica como lo son la accion antimicética,
antiviral, hipolesterolémica, antitromboética, diurética, antiinflamatoria, antiséptica—... Dicho

anteriormente, se puede comparar con lo expuesto por Gennaro (2003), en donde menciona que
“las saponinas son un grupo de glucdsidos amorfos coloidales muy hidrosolubles que producen
espuma cuando se agita la solucion acuosa y que son excelentes agentes emulsionantes...” (pag.
477); ademas, algunas de sus propiedades biologicas estan basadas en sus propiedades fisicas en
solucion por su comportamiento anfifilico (Ferraro, Martino, Bandoni y Nadinic, 2015)

Luego de mencionar una parte introductoria del proyecto, en donde se rescatan algunas

caracteristicas de las saponinas, los estudiantes mencionaron la siguiente pregunta de

investigacion: —¢ Cual es la técnica mas adecuada para el aislamiento de saponinas del
teridofito Eupodium pittieri? — A partir de lo anterior, los estudiantes plantearon el siguiente
objetivo general: —Determinar la técnica mas adecuada para el aislamiento de saponinas del
Teridofito Eupodium pittieri; y como objetivo especifico: Aislar e identificar saponinas a través
de los distintos tratamientos fitoquimicos. —

—La biosintesis de la saponina: ellas derivan de la ruta del mevalonato a través de la

condensacion del acetil coenzima Ay el piruvato, entonces a partir de ella se van a unir todos

los elementos que tengan 5 carbonos llamados IPP (3-isopentenil-pirofosfato) y DMAPP
(dimetilalilpirofosfato) que son caracteristicos de estas saponinas.—

Es importante destacar que las saponinas se encuentran como glicésidos por lo que son

triterpenoides o esteroides que contienen moléculas de azucar en su estructura; a partir de alli,
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Mangas (2009) menciona que “la biosintesis de las saponinas discurre por la via isoprenoide,
en la que 3 unidades isoprenoides (méleculas de 5C) se unen cabeza- cola (1 - 5) resultando un

compuesto de 15C, el farnesil difosfato (FPP)” (pag. 19).

—Las saponinas pueden ser de dos tipos: unas basicas y otras que son acidas. Las
acidas se le atribuyen la toxicidad y las basicas son las que se utilizan para el consumo humano
como para medicamentos; también se utilizan para hacer jabones, detergentes—...

Seguidamente, los estudiantes mencionaron el proceso de aislamiento e identificacion de
las saponinas para la especie vegetal, haciendo inferencia que: —primeramente, se hace la

recoleccion del material vegetal, se pulveriza, luego se realizo el secado al horno a 45° durante
10 horas, a partir de alli fue que se procedio a extraer los compuestos empleando diferentes
disolventes que se usaron para aumentar la polaridad y de esta manera lograr una extraccion
mas rapida de las saponinas; primero con metanol, observando que este era bastante polar para

el proceso de extraccion de estas saponinas, por lo que se cambi6 a cloroformo, que es un

compuesto menos polar, permitiendo extraer el material vegetal.—

—A partir de alli, se realizaron las pruebas cualitativas, por ejemplo, la prueba de
Lieberman- Buchard en donde se agreg6 2 mL de anhidrido acético mas 2 mL de cloroformo
dejandolo enfriar, luego se adicion6 4 gotas de acido sulfdrico, pero en este caso fue de 5 gotas
ya que el cambio de coloracion no fue bastante rapido. El resultado de la coloracion fue
naranja, por lo que se penso que era negativo para saponinas, sin embargo, la teoria indica que

es importante esperar entre 1 a 2 minutos la formacion del color verde; Por lo que finalmente el

resultado tornd a una coloracién verdosa, siendo de esta manera positivo para saponinas—.
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—No conformes con esta prueba, se procedié a realizar la prueba se Salkowski, en donde
se agregd 2 mL de cloroformoy 2 mL de acido sulfurico; a partir de alli se esperé minuto para
la formacidn de una coloracion naranja—. Con base en lo expuesto por los estudiantes en

relacion de las pruebas cualitativas que utilizaron, se pudo observar la pertinencia en cuanto a la
investigacion, ya que segun Foy Valencia, Mac Donald, Cuyos y Duefias (2005), pag. 34,
destacan la realizacion de diferentes reacciones de coloracion para la identificacion de saponinas

tales como: Prueba de Lieberman- Burchard, prueba de Salkowski y prueba del o naftol.
—Luego de confirmar la presencia de saponinas en el material vegetal, se dio paso a la

separacion de estos metabolitos secundarios. En extracto cloroformico, se llevo al
rotaevaporador y seguidamente a la cromatografia de columna estandar, en donde se pudo
extraer las saponinas. Es importante destacar que por medio de la camara UV- Vis se revelo
que, de haber saponinas, estas presentan insaturaciones, dada la formacion de colores rosado
fosforescente y azul claro. Posterior a ello, se hizo la cromatografia de capa preparativa para la
mayor extraccion de las saponinas... dado al tiempo Y la cantidad de muestra no se alcanzé a
llegar a la espectroscopia IR pero si se logré llevar al espectrofotometro UV- Vis... Se raspo con
la silicagel y se purifico con cloroformo directamente para la extraccion de saponinas,
encontrando esos colores... En el espectro UV se obtuvo absorbancia maxima 273,26nm por lo
que se encontré presencia de posibles saponinas insaturadas con el pico mas grande. Es
importante resaltar que en la literatura la estructura de las saponinas son pentaciclo, es decir
que contiene 5 anillos, pero no son aromaticos y también se menciona que son diterpenoles. Asi
que, se hallo los pentaciclos en la muestra 1 ... por lo que se pudo observar a partir de los picos

que tipo de saponinas podia ser, posiblemente una amina, pero se necesitaba el IR para
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identificar la estructura por medio de los grupos funcionales... En la muestra 3 se encontrd un
pequerio pico cerca de los enlaces C-C ...—
En la seccion de preguntas, se rescato la siguiente: —¢ Qué conceptos de quimica se

aprenden en fitoquimica? — Los estudiantes respondieron lo siguiente: —Grupos funcionales,

reacciones quimicas, estequiometria, conceptos basicos como soluto, solventes, mezclas,

compuestos, electronegatividad, polaridad, cromatografia en columna, en capa fina 'y en capa

fina preparativa—.

el aislamicn[o de

-
| Teridofito
Fupodiam pitticn?

lustracion No. 18 Exposicion de los resultados obtenidos del proyecto por parte de los estudiantes del grupo de
saponinas.

8.4.3.3 Grupo alcaloides. —Los alcaloides son un tipo de metabolitos secundarios que
se encuentran en diversas especies ya sea animal o vegetal. Se derivan del acido siquimico, esta
ruta produce alcaloides y esos alcaloides producen otro tipo de alcaloides que tienen un enlace

del nitrégeno que es reemplazado por un carbono—. Lo anterior, se puede comparar con lo
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planteado por (Mufioz , 2002) al referir que los alcaloides son compuestos nitrogenados, los
cuales no tiene una funcion fisioldgica determinada en las plantas. Por su parte Taiz y Zeiger
(2006) destaca que “los alcaloides se sintetizan normalmente a partir de unos pocos aminoacidos
comunes, en concreto lisina, tirosina y triptéfano™ (pag. 558). De alguna manera, la estrategia
Aprendizaje Basado en Investigacion implementada corrobora que los estudiantes reconocen la
estructura de los alcaloides gracias a la presencia de nitrégeno, ademas de ser derivados de
amino&cidos.

Luego de aclarar el concepto de alcaloides, y la diferencia entre el conocimiento empirico
y el cientifico, los estudiantes formularon la siguiente pregunta problema — “;Qué estrategias

metodologicas pueden utilizarse la identificacion de alcaloides en la planta Eupodium pittieri?.
El objetivo general fue Determinar la estrategia metodologica para la identificacion de
alcaloides en la planta Eupodium pittieri, los especificos fueron reconocer las diferentes

estrategias metodoldgicas para la identificacion de alcaloides en pruebas cualitativas y la otra
es disefiar una ruta metodoldgica para la identificacion o extraccién de alcaloides—.
Seguidamente, los estudiantes destacaron las pruebas cualitativas que utilizaron para el

reconocimiento de alcaloides en la muestra vegetal, —se realizaron las pruebas de con reactivo

de Mayer, Dragendorff, y Wagner—. Segun Nina y Romero (2009); Suau et al., (1988), quienes
plantean que las evaluaciones cualitativas de alcaloides se llevé a cabo con los reactivos de
Wagner, Mayer (Solucion de yoduro de mercurio y potasio), Bouchardat (solucién de yodo
yodurado) y Dragendorff (solucion &cida de yodobusmutato de potasio); —se eludio la muestra,
también se realizd la prueba de manera que se observo que la primera vez que se realizaron
todas tuvieron presencia de alcaloides; la segunda vez, mostro que en la prueba de Mayer no se

evidencio presencia de alcaloides; entonces al ver que la primera vez todas las pruebas dieron
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positivos, se decidio realizar una cromatografia en capa fina y revelando con camara UV-Vis a

302nm y 365nm longitudes de onda visible—.

—Para poder observar las lineas de recorrido, se efectud revelado con vapores de yodo

teniendo en cuenta las precauciones debidas; como por medio de las pruebas preliminares se
identifico la presencia de alcaloides, pero de manera difusa, entonces se cambio la fase movil
por disolventes menos polares, bajando la polaridad de la fase mévil para realizar nuevamente
la cromatografia, se reveld en camara UV, realizando posteriormente el raspado
correspondiente a cierta parte de la muestra, revelando nuevamente en camara y una vez
aislados los compuestos se realizd la prueba UV- VIS.—

Cabe destacar que al grupo durante la realizacién de la capa preparativa se les solicito
purificar dos muestras, la primera que mostraba una serie de colores llamativos y otra
completamente separada (pura) esto esencial para verificar en el grupo la capacidad de analisis y
sintesis de los resultados ademas de la respectiva contrastacion de datos experimentales. Una vez
escuchados la metodologia propuesta por el grupo de alcaloides, se procedieron con los
resultados obtenidos de manera que segun el grupo: —como resultados, en la prueba de Mayer
la primera vez que se realizo, se obtuvo un resultado positivo. La prueba de Mayer reacciona
con la capacidad que tiene los alcaloides en forma de sal y de ahi se tiene que acidular la
muestra para poder obtener la reaccion respectiva. — Comparado con lo descrito por Coy
Barrera, Parra y Cuca Suarez (2014) Se puede destacar que “el reactivo Mayer se basa en la
acidez de los alcaloides en su forma de sales (carbohidratos) debido a que en medios basicos el
reactivo Mayer no precipita” (pag. 35). De tal manera que, al adicionar unas gotas del reactivo

de Mayer al extracto, en este se observé un precipitado blanco. Asimismo, se demuestra que la
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estrategia permite el aprendizaje de los conceptos, habilidades y destrezas propias de la quimica
en este caso la Quimica de las plantas.

—El reactivo de Mayer reacciona de esta manera formando yoduro de mercurio, este
yoduro de mercurio a su vez reacciona con una molécula de yodo que produce tetrayoduro de
mercurio, este es el que muestra la presencia o indicios de amoniaco. Como los alcaloides
tienen nitrdgenos en su estructura se comportan como bases y tienden a comportarse de manera

similar al amoniaco, de ahi viene el color pardo que se observa. En el reactivo de Wagnery

Dragendorff dio positivo—

—En las cromatografias como las manchas que obtuvimos fueron pocas, entonces se

decidié colocar la polaridad menor a la fase mévil ya que la silicagel es muy polar y si el

reactivo muy poco polar entonces se debe disminuir la polaridad para que se defina mejor las
manchas—; Lo anteriormente expuesto por los estudiantes, se puede contrastar con lo planteado

tedricamente por Macarulla y Gofii (1994) en el cual plantea que:

Para la cromatografia en capa fina se utiliza un soporte de silicagel, extendido sobre una
placa de vidrio o aluminio. La fase mavil consiste en una mezcla de disolventes, mas o menos
polares, segin la mayor o menor polaridad de los lipidos que se desea separar. (Pag. 93)

Por lo que, se deduce que los estudiantes primeramente buscaron informacion pertinente
para la elaboracién de la cromatografia en capa fina antes de realizarla, ademas de evidenciar
experimentalmente lo que sucede a nivel atdbmico molecular de los compuestos al ser expuestos a
una serie de solventes orgénicos.

—Entonces, se realizé la placa preparativa y se identificaron las manchas de la franja 1 a
305nm y la franja 2 a 365nm. Las curvas obtenidas por medio de UV- Vis dan a entender que es

una cumarina por el comportamiento que tienen estas en la espectroscopia. Se comparo la
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teoria con lo obtenido, o sea, se relaciond con algunos espectros obtenidos en otros proyectos.

— Los estudiantes explicaron que el resultado de la aparicion de cumarina en vez de alcaloides,

se debia probablemente por ser la mezcla de compuestos en la franja aislada e identificada. —
Sin embargo, la siguiente franja si nos dio presencia de alcaloides y es comparado con Lupinus
ballanus que lo aislé Fuertes et al 1997—.

Cabe resaltar que de lo anterior expuesto se rescata la llustracién No. 14. (pag 116), donde
se evidencia la capacidad de analisis del grupo respecto a los dos espectros obtenidos, ademas de
la aseveracidn contundente del grupo con respecto a la muestra analizada. Culminando las
explicaciones de los aspectos mas importantes del proyecto, se procedié a la seccién de
preguntas, en el cual se destaco la siguiente: ¢Cémo a nosotros como futuros maestros de
Ciencias Naturales nos va a beneficiar el uso fitoquimico, es decir para que la fitoquimica? ....

Los seres vivos a través de la quimica se pueden explicar muchas interacciones bioldgicas y con

maés profundidad.

Iustracion No. 19 Exposicién de los resultados obtenidos en el proyecto, por parte de los estudiantes del grupo de
alcaloides.

8.4.3.1 Grupo terpenos y/o esteroides. —En nuestro proyecto lo primero que se realizo

fue tomar las dos muestras y con la orientacion de los tutores, fue llevar a cabo cierta

metodologia que permitio desarrollar este proyecto, nos orientaron al planteamiento de una
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pregunta problema, lo cual estaba orientado a esas dos muestras de Eupodium pittieri y
entonces a partir de ahi se van a realizar pruebas de laboratorio de tipo cualitativo y luego se
hizo el aislamiento e identificacion mediante técnicas cromatografias y espectroscopia UV.

—Se planteé como pregunta problema: ¢Qué técnicas experimentales permiten identificar
cualitativamente los terpenos y/o esteroides en el Eupodium pittieri? Entonces para ello, se
desarrollaron unos objetivos: Identificar cualitativamente terpenos y/o esteroides en esa
muestra, asi como también evaluar la presencia de terpenos y/o esteroides en esa muestra.
Entonces para llevar a cabo esto, se tuvo que aislar los metabolitos y purificarlos mediante las
técnicas y también identificarlos. —

Luego de una parte introductoria del proyecto, en donde se abordaron los aspectos mas
relevantes en cuanto a los terpenos, los estudiantes exponen que —Ilos terpenos constan de 5

carbonos de tipo isopreno que se forman en la via del &cido mevalonico. Es un grupo grande de
metabolitos en todo lo que tiene que ver con la actividad bioldgica y aparte de eso entonces
encontramos que se dividen de acuerdo a la cantidad de carbonos que tengan, clasificandose en
monoterpeno, sesquiterpenos etc. Son muy utilizados en la industria farmacoldgica para tratar
la parte toxica, también como actividad antimicrobiana—. De acuerdo con Hill (2004) “los
terpenos son una clase de compuestos de carbono, hidrégeno y oxigeno cuya unidad basica es el
isopreno, CsHg” (pag. 70). Es importante destacar que los terpenos son los responsables del
aroma de las rosas ademas de encontrarlos en vinos blancos. Ahora bien, es de mencionar que
segun Primo (1995) ““los terpenos se clasifican segun el nimero de unidades de isopreno que se

unen” (pag. 851), es decir, de acuerdo a la siguiente Tabla No. 13:
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Tabla No. 13 Clasificacion de los terpenos. Adaptado de (Primo, 1995, pag. 851)

N° de Isoprenos N° de Carbonos Nombre
2 10 Monoterpenos
3 15 Sesquiterpenos
4 20 Diterpenos
6 30 Triterpenos
8 40 Tetraterpenos
X 5-x Politerpenos

—Se realizaron las pruebas cualitativas para la muestra, la primera fue la reaccion de
Lieberman- Burchad, la cual consistia en agregar unas gotas de anhidrido acético y acido

sulfarico concentrado. Da como resultado un color verdoso que indica la presencia de

esteroides. —

—La segunda reaccion fue la de Salwoski que consistia en cloroformo y 1mL de &cido

sulfarico. Di la coloracién roja y dio positivo para terpenos. Y la Gltima, la reaccién de Zlatkis

gue consistia en una gota de acido acético glacial, una gota de cloruro férrico y acido sulfurico.
Al reaccionar estaba muy oscura, y lo pusimos en la luz y el rojo era opaco—. Con base en las

pruebas realizadas por los estudiantes para la identificacion de terpenos, se puede destacar la
asertividad en la investigacion, ya que como lo plantean Cely Veloza, Matulevich y Castrillon
(2014), pég. 71; Montealegre Pinzon (2011), pag. 28, las pruebas mas utilizadas para el analisis

de esteroides y/o terpenos son Lieberman- Burchard, Salkowski, Baljet y Zlatkis.
—En la cromatografia de capa se utilizé cloroformo, hexano y metanol. Se puso en
camara UV. Luego se hizo la placa preparativa. Cuando se analizé en el UV se pudo evidenciar

el fragmento clave que se sefial6y se raspo...—
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Los estudiantes de igual manera, destacaron que el maximo pico en el espectro UV fue de
272nm aproximadamente, de modo que al comparar con la teoria dedujeron la presencia de

eugenol el cual tiene como longitud méxima un valor de 280nm.

lustracion No. 20 Resultados obtenidos en el proyecto por parte del grupo de terpenos.

Finalmente, de los grupos de estudio anteriormente descritos se evidencia que la variable
dependiente de la estrategia Aprendizaje Basado en Investigacion, la bioprospeccién del helecho
Eupodium pittieri, muestra la forma en los actores principales de la investigacion (estudiantes)
crecen social y cognitivamente de manera que reconocen el potencial de esta especie vegetal asi
como otras en el departamento del Huila ademas de atribuir a esta una perspectiva quimica
especialmente desde la Fitoquimica, esta especie posee una diversidad quimica responsable del
potencial biol6gico descrito.

Asimismo, en cuanto a los ensayos bioldgicos los estudiantes reconocen de estos la
eficacia para determinar los potenciales de las especies vegetales, por esta razén, se menciona
brevemente lo encontrado por los directores de investigacion en los cuales se concluye que de los
tres ensayos bioldgicos 1) Determinacién de toxicidad 2) Efecto alelopatico y 3) Inhibicion
bacteriana; estos emiten un juicio de valor prominente acerca del helecho Eupodium pittieri en
cuanto a su potencial sobre el crecimiento del vello facial, en el cual, la diversidad metabolica no
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posee un valor toxico perjudicial. Ademas, se infiere que a nivel de los foliculos pilosos permite
el crecimiento y desarrollo, sin alterar la microbiota existente en la epidermis facial (cutis)
producto de la presencia de Flavonoides, Alcaloides, Terpenos y/o Esteroides asi como

Saponinas presentes en la especie vegetal.
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9. Conclusiones

El objetivo que enmarco el desarrollo de la tesis fue promover el aprendizaje de la
fitogquimica especialmente el aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios de origen
vegetal empleando una planta del departamento del Huila con un potencial biologico atribuido
por el saber popular, el helecho Eupodium pittieri utilizado para el crecimiento del vello facial.
De acuerdo con esto, el proyecto se construyo con base al aprendizaje basado en investigacion
puesto que, por medio de esta estrategia pedagdgica, los estudiantes construyen el aprendizaje de
los conceptos, procedimientos y actitudes bajo la perspectiva investigativa de aprender haciendo.
Cabe resaltar que, los directores de investigacion —autores, cumplieron un rol importante en la
orientacion, antes, durante y después del desarrollo experimental de la estrategia, en donde
inicialmente se aprendid algunos aspectos relacionados a la bioprospeccidn de la especie vegetal,
por medio del seguimiento del método cientifico y su posterior transposicion hacia la estrategia
didactica del uso de la investigacion con la muestra poblacional objeto de estudio.

El tratamiento estadistico de los resultados obtenidos antes y después de la intervencion
didactica, permite deducir la eficacia del modelo basado en la investigacién para alcanzar el
aprendizaje de algunos conceptos fitoquimicos sobre el aislamiento y reconocimiento de algunos
metabolitos secundarios de la especie Eupodium pittieri en estudiantes de Licenciatura en
Ciencias Naturales de la Universidad Surcolombiana de Neiva, Huila.

Por igual se pudo inferir que el modelo basado en la investigacién genera mayor y mejor
aprendizaje que la estrategia convencional de aprendizaje, se encontrd una diferencia
significativa de aprendizaje en el grupo experimental del 6,78%, ( Runyon y Haber (1986)
consideran significativa toda diferencia igual o superior al 5 %), la cual se debe a la
implementacion de la investigacién como estrategia didactica para alcanzar el aprendizaje de
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algunos conceptos de fitoquimica involucrados en el estudio; en tanto que, para el grupo control
se denota un 0,75% de decremento en la construccidon de los significados otorgados por este
grupo a los conceptos objetos de estudio.

En las pruebas de hipdtesis, la ubicacion de Z calculado de 2,65 en la zona de alta
significancia de la curva binomial para el grupo experimental, les permite a los autores inferir
que la estrategia de Aprendizaje Basado en la Investigacion le facilito a este grupo el aprendizaje
de los conceptos fitoquimicos objetos de estudio. Por su parte, la ubicacion de Z calculado de -
0,34 en la zona de baja significancia de la curva binomial, permite deducir que la estrategia
didactica de la Ensefianza convencional de las Ciencias, es la responsable del decremento
conceptual observado en el grupo control.

Un aspecto fundamental en el desarrollo del Aprendizaje Basado en Investigacion es el
requerimiento de docentes con la capacidad de dar solucidn, orientacion y guia a los momentos
en los cuales es menester ubicar a los grupos con respecto a los objetivos propuestos por ellos
mismos. De esta manera, existen puntos de inflexion en el desarrollo de las actividades
propuestas en las cuales los docentes deben ajustarse a las condiciones externas que infieren en
el desarrollo del mismo, uno de los puntos que se destacan es el factor econdmico puesto que
desarrollar investigacion de este tipo, requiere muchos materiales y reactivos para llevar a
cabalidad los procedimientos puesto que esto delimita la rigurosidad cientifica, calidad y
confiabilidad de los datos. No obstante, bajo esta perspectiva se cumplié con el desarrollo de las
expectativas sobre la inmersion de los estudiantes en la investigacion Fitoquimica y lo que ello
conlleva a nivel de laboratorio, en el sentido de seguir algunas metodologias descritas en la
literatura y de igual manera, despertar esa capacidad de analisis y observacion de los resultados

obtenidos a partir del seguimiento de estas.
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Por medio de la aplicacion del modelo investigativo para el aprendizaje sobre el
aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios, se destaca el rol de los
investigadores principales como actores de motivacion, guia, orientadores, incentivadores y
principalmente el de despertar el espiritu investigativo en el estudiantado; en este Gltimo, como
constructores de sus conocimientos a traves de la toma de una actitud critica en el desarrollo de
la investigacion hacia la creacion de vinculos estrechos con los investigadores y sus compafieros
de grupo, para el cumplimiento de los objetivos trazados por si mismo y la consolidacion de su

propuesta investigativa.
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10. Recomendaciones

En cuanto a las investigaciones basadas en promover el aprendizaje, enfocado en la
investigacion de especies vegetales, se recomienda emplear, aquellas que se encuentren
familiarizadas, o cuyo potencial atribuido genera como primera medida curiosidad, puesto que es
un factor determinante para motivar a los estudiantes hacia el desarrollo de las investigaciones.
De esta forma, como punto de inflexion, el docente(s) orientador(es) debe brindar desde su
perspectiva del conocimiento, una agradable sensacion sobre las concepciones de lo que es hacer
investigacion, asi, el impacto que esta genera en un ambiente académico como es la Universidad
Surcolombiana.

Es necesario, mencionar que el trabajo acé expuesto es una clara muestra de lo que se
puede consolidar desde lo conceptual, procedimental y actitudinal teniendo como base criterios
especificos en la ensefianza de las Ciencias Naturales.

Se sugiere realizar estudios de esta indole con grupos mas homogéneos, en cuanto a la
universidad, los cursos deben ser pertenecientes a la misma cohorte estudiantil, lo que genera
mejor asociacion grupal. Sin embargo, a pesar de lo anterior expuesto no se evidencid
complicaciones que limitaran el desarrollo de las actividades desarrolladas.

Los autores recomiendan para posteriores investigaciones tomar como punto de partida los
metabolitos secundarios aislados e identificados en este estudio, para relacionarlos con su
potencial bioldgico como factor de crecimiento del vello facial.

Es indispensable, generar desde los espacios de formacion de docentes en Ciencias
Naturales estrategias que permitan a partir de los intereses personales y grupales que subyacen en
los estudiantes, la apropiacion conceptual de los mismos mediante el desarrollo de un proyecto
de investigacion o mini proyectos ademas de generar como ganancia el desarrollo de habilidades
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de pensamiento, toma de decisiones, el trabajo en equipo, la consolidacion de propuestas con

fines especificos entre otros aspectos que permiten el crecimiento personal de los docentes.
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12. Anexos

Anexo No. 1: Formato del Cuestionario

APRENDIZAJE SOBRE EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS DEL HELECHO Eupodium pittieri A TRAVES DEL MODELO
INVESTIGATIVO, EN ESTUDIANTES DEL PROGRAMA DE LICENCIATURA EN
CIENCIAS NATURALES Y EDUCACION AMBIENTAL DE LA UNIVERSIDAD
SURCOLOMBIANA

INVESTIGADORES: Ana Maria Mora Lépez, Aldemar Morales Loaiza y Yilber Alexis
Valderrama

DIRECTORES: Ph.D. Jhon Fredy Castafieda Gomez y MSC. Luis Javier Narvaez Zamora

Presentacion: El presente cuestionario, hace parte de un proyecto de investigacién como trabajo
de grado para recibir el titulo de Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia
de la Universidad Surcolombiana. Por tal razon, el equipo de investigadores esta interesado en
conocer las opiniones, conocimientos y concepciones que poseen los docentes en formacion de la
licenciatura en Ciencias Naturales y Educacién Ambiental, sobre los usos tradicionales de las
especies vegetales, los métodos mas comunes para el aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios de fuentes naturales y los procedimientos para identificar sustancias con potencial
toxico, alelopatico y antimicrobiano.

Objetivo: Promover el aprendizaje sobre el aislamiento e identificaciobn de metabolitos
secundarios como parte de la bioprospeccion del helecho Eupodium pittieri en los estudiantes del
Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales y Educacion Ambiental de la Universidad
Surcolombiana.

Instrucciones: Lee detenidamente cada una de las preguntas formuladas en el siguiente
cuestionario y selecciona la respuesta que mas se refleje con lo que piensas. Por favor, responder
con sinceridad, lo méas preciso posible y tratar de no pasar por alto ninguna afirmacion. Tus
respuestas son confidenciales y no serdn evaluadas como buena o mala. Agradecemos tu
participacion en el cuestionario.

CUESTIONARIO PARA DOCENTES EN FORMACION
NOMBRE:
EDAD:
SEMESTRE QUE CURSA:

AFIRMACIONES. Marca con X tu respuesta en cada caso.
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1. La fitoquimica es una disciplina de las Ciencias Naturales, que tiene como objeto de
estudio reconocer la diversidad quimica de las especies vegetales a través del aislamiento,
purificacién, identificacion estructural y caracterizacién de la actividad bioldgica de

diversas sustancias de origen vegetal.

De acuerdo a la informacion anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

2. La produccion de nuevos medicamentos en la industria farmacéutica se realiza de
manera sintética y el primer paso es aislar los principios activos de fuentes naturales.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

3. Para reconocer de manera preliminar los tipos de metabolitos secundarios presentes en
un extracto o fraccidn vegetal, se acude a la realizacidn de técnicas de analisis elemental

cualitativo o tamizaje fitoquimico.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

4. Los metabolitos secundarios se sintetizan a partir de los metabolitos primarios, para ello,
siguen rutas de biosintesis como: glucdlisis, ciclo de Krebs o la via del &cido cindmico.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O
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5. Los metabolitos secundarios por su origen biosintético se pueden clasificar en: Acetato-
Malonato, Acetato- Mevalonato, Mixta, Siquimico, Acetato y Dox- Mep.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

6. Dentro de los métodos de identificacion y analisis de un compuesto desconocido, se
emplean las técnicas de espectrometria de masa para determinar la distribucion de las
moléculas de una sustancia en funcién de su masa.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

7. Los metabolitos secundarios son los responsables del aroma, los principios activos y
color de numerosas especies vegetales ademas de cumplir funciones especificas en los
Seres Vivos.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

8. “Lo semejante disuelve lo semejante” indica el disolvente inorgénico que se debe emplear
para extraer cierto tipo de metabolito secundario.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O
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9. La bioprospeccion agrupa una serie de procedimientos que permiten caracterizar el
potencial biologico de una sustancia quimica.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

10. La inhibicion microbiana se puede lograr por accién de sustancias quimicas derivadas de
fuentes naturales.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

11. En la determinacion del potencial anticancerigeno de los metabolitos secundarios, se
recurre a emplear crustaceos de Artemia salina donde se calcula la dosis letal (DLso)

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

12. El conocimiento etnobotanico es un criterio que permite seleccionar especies como fuente
de nuevos medicamentos.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

13. Muchas plantas producen metabolitos secundarios como mecanismos de defensa,
atrayentes volatiles y agentes de color para advertir o atraer otros organismos.
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De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

14. La Investigacion fitoquimica permite soportar cientificamente el uso de los productos
naturales de origen vegetal.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

15. El aislamiento de sustancias de especies vegetales se realiza mediante maceracion
exhaustiva con disolventes inorganicos segun un gradiente de polaridad definido donde
el material se encuentra particulado y libre de humedad.

De acuerdo a la informacion anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o o O O O

16. EI comportamiento de algunos metabolitos secundarios de origen vegetal influye en el
desarrollo de otras especies vegetales y se conoce como alelopatia.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

17. En la determinacion de algunos tipos de metabolitos secundarios se recurre al empleo de
la cromatografia en capa fina, teniendo en cuenta el factor de retencion junto al color;
gue dependera este ultimo de un revelador para indicar la presencia del mismo.
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De acuerdo a la informacion anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

18. Los principios activos de origen vegetal pueden ser empleados para el desarrollo de
productos afines a su estructura.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

19. los metabolitos secundarios, debido a sus diferencias estructurales moleculares (grupos
funcionales) reaccionan quimicamente de manera que refleja poca diversidad
metabolica.

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo Endesacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O

20. Para determinar la naturaleza de una molécula desconocida, algunas técnicas de analisis
estructural se fundamentan en la interaccion de algunos grupos funcionales organicos
con las diferentes formas de energia electromagnética

De acuerdo a la informacidn anterior, responde si estas:

Totalmente de De acuerdo Ni de acuerdo En desacuerdo Totalmente en
acuerdo ni en desacuerdo
desacuerdo

o O O O O
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Anexo No. 2: Plan de evaluacion para el cuestionario

En la elaboracion del instrumento tipo Likert, se tuvo en cuenta un plan de evaluacion que
se consolida como una estrategia para determinar el peso conceptual inherentes a la
identificacién de metabolitos secundarios de origen vegetal. Para ello, se ha establecido la Tabla
No. 14., donde se relacionan aquellos conceptos que los autores del presente, consideran

necesarios para alcanzar el objetivo de investigacion propuesto.

Tabla No. 14 Plan de Evaluacion del instrumento.

Concepto Peso Conceptual Items
1. Fundamentos de Fitoquimica 10% 2
2. Interdisciplinariedad 5% 1
3. Fuentes de Productos Naturales 10% 2
4. Metabolismo Secundario 20% 4
5. ldentificacion Preliminar 10% 2
6. Aislamiento de Metabolitos Secundarios 15% 3
7. Ensayos Bioldgicos 15% 3
8. ldentificacion Estructural 10% 2
9. Aplicabilidad 5% 1
TOTAL 20

De esta manera, el instrumento con un total de veinte items se dispuso a consideracion del
juicio de expertos, tomando en cuenta que durante su formacion han estado en contacto en este
campo de la Fitogquimica asi como la asociacién a la Ensefianza de las Ciencias Naturales,
Productos Naturales, Bioquimica, entre otras lineas afines.(ver Tabla No. 14) Por esta razén, se
acudio a cinco expertos que se relacionan a continuacion, favoreciendo la estadistica en la
determinacion de la Razén de Validez de Contenido (CRV) para los items propuestos asi como
el cuestionario en general, siguiendo la metodologia descrita por Cohen y Swerdlik (2001), pag.
188, cuyos resultados se encuentran establecidos en la Tabla No. 26,

Por consiguiente, se elabor6 el formato de validez del instrumento de investigacion para el
desarrollo de juicio de experto, donde cada uno de los participantes profesionales consolidé sus

aseveraciones cualitativas como cuantitativas por medio de la valoracion de los items otorgando
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un valor numero de 1 si considero que cumple con los objetivos propuestos, o en el caso

contrario O al igual que la consistencia de la prueba con un valor total de 20 puntos distribuidos

uniformemente en cuatro criterios de validez.

Tabla No. 15. Profesionales expertos que participaron en la validacién del instrumento.

Experto

Mencion

Estudios

Elias Francisco Amortegui
Cedefio

Paula Andrea Charry
Sanchez
Eunice Rios Vasquez

Marino Valdemar Mufioz
Burbano
Alcides Polania Patifio

Licenciado en Biologia de la
Universidad Pedagdgica Nacional,
UPN.

Quimica de la Universidad del
Quindio

Quimica de la Universidad del
Valle

Licenciado en Quimica y Biologia
de la Universidad de Narifio.
Licenciado en Educacion Basica
con Enfasis en Ciencias Naturales y
Educacion Ambiental de la
Universidad Surcolombiana

Magister en Educacion de la Universidad
Pedagogica Nacional, UPN.

Doctorado Universitat de Valencia.
Magister en Quimica de la Universidad del
Quindio

Magister en Ciencias- Quimica de la
Universidad del Valle

Doctorado en Ciencias- Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México
Especialista en Educacién Sexual y
Desarrollo Humano.

Magister en Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad Nacional de Colombia
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VALIDEZ DEL INSTRUMENTO DE INVESTIGACION
JUICIO DE EXPERTO

CUESTIONARIO PARA DOCENTES EN FORMACION
RESPONSABLES: Morales, L. Aldemar, Mora, L. Ana M & Valderrama, C. Yilber A.

!Licenciados en formacion en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia de la Universidad

Surcolombiana, Neiva, Huila (Colombia). moralesk12.aml@icloud.com

El objetivo general de este estudio es determinar la pertinencia del modelo de aprendizaje basado
en la investigacion, para tratar de generar aprendizaje sobre el aislamiento e identificacion de
metabolitos secundarios del helecho Eupodium pittieri, en los estudiantes del programa de
licenciatura en Ciencias Naturales y Educacion Ambiental de la Universidad Surcolombiana”
Instrucciones: Luego de analizar y cotejar el instrumento de investigacion “Cuestionario para
docentes en formacion” con la matriz de consistencia de la presente, le solicitamos que, con base
a su criterio y experiencia profesional, valide dicho instrumento para su aplicacion. De antemano,
agradecemos por tu valiosa colaboracion por diligenciar las tablas anexas. Cuya informacion nos
permitiré establecer el indice de validez de constructo y la consistencia evaluadora de la prueba.
En la columna Valoracidn correspondiente a la Tabla No. 16, escriba 1 si considera que el item es

valido para alcanzar los objetivos propuesto, o en el caso contrario escriba 0.

¢ Evaluador 1: Elias Amortegui

Tabla No. 16 Valoracion de los items del instrumento para evaluador 1
Item Valoracion Sugerencias
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Continuacién Tabla No. 16

item Valoracion Sugerencias

14
15
16
17
18
19
20

1

el e

El instrumento esta muy bien estructurado para indagar el conocimiento de los
estudiantes sobre fitoquimica, sin embargo no lo veo tan contundente para el
“aprendizaje”; podria revisarse la idea de “generar el aprendizaje...”

Tabla No. 17 Consistencia de la prueba para evaluador 1
Sefale con una x la puntuacion otorgada al instrumento en general.

| 1- Muy poco

| 2- Poco | 3- Regular | 4- Aceptable | 5 — Muy aceptable

Criterio de Validez

Puntuacién Argumento Observaciones y/o Sugerencias

Validez de contenido X
Validez de criterio X
metodolégico
Validez de intencion y X
objetividad en la
medicién y observacion
Presentacion y X En general, el instrumento
formalidad del corresponde con conocimientos
instrumento sobre el area de la fitoquimica,
sin embargo, sobre “Generar el
aprendizaje...” puede generarse
alli confusion.
Resultado parcial
Total
Puntuacién:
De 1 a11: No valida, Reformular
De 12 a 14: No valido, Modificar
De 15 a 17: Valido, Mejorar Firma

De 18 a 20: Valido, aplicar
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Apellido y Nombre

Amortegui Elias

Grado Académico

Ph.D

Mencidon

%+ Evaluador 2: Paula Andrea Charry Sanchez
Tabla No. 18 Valoracion de los items del instrumento para evaluador 2

Item Valoracién

Sugerencias
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Tabla No. 19 Consistencia de la prueba para evaluador 2
Sefiale con una x la puntuacion otorgada al instrumento en general.

| 1- Muy poco | 2- Poco | 3- Regular | 4- Aceptable | 5 — Muy aceptable
Criterio de Validez Puntuacién Argumento Observaciones y/o Sugerencias
1 2 3 5
Validez de contenido X
Validez de criterio X
metodoldgico
Validez de intencion y X
objetividad en la
medicién y observacion
Presentacion y X
formalidad del
instrumento
Resultado parcial 20
Total 20
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Puntuacion:

De 1 a 11: No valida, Reformular |

De 12 a 14: No valido, Modificar ||

De 15 a 17: Valido, Mejorar 1]
De 18 a 20: Valido, aplicar
Apellido y Nombre Paula Andrea Charry Sanchez

Grado Académico

Magister en Quimica

Mencion

Docente Ocasional Tiempo
Completo

Programa de Quimica
Universidad del Quindio

% Evaluador 3: Eunice Rios Vasquez

Tabla No. 20 Valoracion de los items del instrumento para evaluador 3

Item Valoracién

Sugerencias

-
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Muy bien redactado todo el cuestionario

Tabla No. 21 Consistencia de la prueba para evaluador 3.
Sefiale con una x la puntuacion otorgada al instrumento en general.

| 1- Muy poco

| 2- Poco | 3- Regular

| 4- Aceptable | 5 — Muy aceptable
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Continuacién Tabla No. 21

Criterio de Validez

Validez de contenido

Validez de criterio
metodoldgico

Validez de intenciény
objetividad en la

medicién y observacion

Presentacion y
formalidad del
instrumento
Resultado parcial

Total

Puntuacién Argumento Observaciones y/o Sugerencias

X NINGUNA

X NINGUNA

X NINGUNA

Puntuacion:

De 1 a 11: No valida, Reformular

De 12 a 14: No valido, Modificar

De 15 a 17: Valido, Mejorar
De 18 a 20: Valido, aplicar 10

Apellido y Nombre

Eunice Rios V.

Grado Académico

PhD.

Mencidén

Docente de planta
Programa de Quimica gy T
Universidad del Quindio

R/

Firma

«» Evaluador 4: Marino Valdemar Mufoz Burbano

Tabla No. 22 Valoracion de los items del instrumento para evaluador 4.

item Valoracion Sugerencias
1 0 Las disciplinas de las Ciencias Naturales son: Biologia, Quimica, Fisica, Geologia y
Astronomia. La Fitoquimica es una disciplina cientifica que forma parte de la
Bioguimica.
2 1
3 1
4 1 Los metabolitos secundarios se sintetizan a partir de metabolitos primarios pero no a
través de las rutas mencionadas.
5 1 Se clasifican en terpenos, compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados o
alcaloides.
6 1
7 1
8 1 Los metabolitos secundarios son compuestos organicos por consiguiente se necesita un
disolvente organico.
9 1 Para un concepto mas amplio falta mencionar lo comercial y lo holistico
10 1
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Continuacién Tabla No. 22

Item Valoracion Sugerencias

11 1

12 1 Falta hablar de las relaciones de los grupos humanos y su entorno vegetal

13 1

14 1

15 1 Los metabolitos secundarios son compuestos organicos por consiguiente se necesita un
disolvente organico.

16 1 La Alelopatia es un concepto mas amplio incluye a los animales por ejemplo control de
plagas.

17 1

18 1

19 1

20 1

Tabla No. 23 Consistencia de la prueba para evaluador 4.
Sefiale con una x la puntuacion otorgada al instrumento en general.

| 1- Muy poco | 2- Poco | 3- Regular | 4- Aceptable | 5 — Muy aceptable
Criterio de Validez Puntuacion Argumento Observaciones y/o Sugerencias
1 2 3 5
Validez de contenido X
Continuacion de la Tabla No. 28
Criterio de Validez Puntuacion Argumento Observaciones y/o Sugerencias
1 2 3 5
Validez de contenido X
Validez de criterio X
metodoldgico
Validez de intencién y X
objetividad en la
medicién y observacién
Presentacion y X
formalidad del
instrumento
Resultado parcial 20
Total 20
Puntuacion:

De 1 a 11: No valida, Reformular [

De 12 a 14: No valido, Modificar [ |
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De 15 a 17: Valido, Mejorar

De 18 a 20: Valido, aplicar

Apellido y Nombre

MARINO VALDEMAR

Grado Académico

Mencion

MUNOZ BURBANO .
Especialista . ’_% &5 <
EDUCACION SEXUALY W{” -

DESARROLLO HUMANO

«» Evaluador 5: Alcides Polania Patifio

Tabla No. 24 Valoracion de los items del instrumento para evaluador 5.

Item Valoracién

1 0
2 1
3 1
4 1
5 1
6 1
7 1
8 1
9 1
10 0
11 1
12 1
13 1
14 1
15 1
16 1
17 1
18 0
19 1
20 1

Sugerencias
Usar el término disciplina hacia las CIENCIAS NATURALES no seria pertinente.
Segun COLCIENCIAS, Ciencias Naturales es categorizada como “Gran Area del
Conocimiento” y las disciplina a convenir serian alguna de las siguientes como:
métodos de investigacidn en bioquimica, bioquimica y biologia molecular, boténica y
ciencias de las plantas, quimica orgénica, analitica ... La disciplina acorde al test seria
FARMACOLOGIA Y FARMACIA.
La pregunta hace referencia a los métodos de investigacion asistida por modelaje de
homologias estructurales, sin embargo, no todos los farmacos iniciaron de esta manera,
y ello puede generar una gran dispersién en los resultados.

Sin discusion.

Sin discusion.

Sin discusion.

Sin discusion.

Sin discusion.

Sin discusion.

Sin discusion.
Considero que esta pregunta puede generar una gran dispersion luego la actividad
antimicrobiana, son dadas tanto por compuestos de fuentes naturales, como también
sintéticos.
Sugiero sustituir el término anticancerigeno por ANTINEOPLASICO, luego la
poblacién a la cual va dirigido el estudio, presentan conocimientos basicos en
bioquimica, morfologia y fisiologia humana y animal.

Sin discusion.

Sin discusion.

Sin discusion.

Sin discusion.

Sin discusion.

Sin discusion.
Reformular la pregunta, no fue comprendida por el lector.
Considero que debe omitirse el termino moleculares, luego en la oracién solo se infiere
lo respectivo a metabolitos secundarios.

Sin discusion.

161



Tabla No. 25 Consistencia de la prueba para evaluador 5.
Sefiale con una x la puntuacion otorgada al instrumento en general.

‘ 1- Muy poco ‘ 2- Poco ‘ 3- Regular ‘ 4- Aceptable ‘ 5 — Muy aceptable
Criterio de Validez Puntuacion Argumento Observaciones y/o Sugerencias
1 2 3 4 5
Validez de contenido X El contenido es Ver sugerencias
apropiado
Validez de criterio X La metodologia es Considero que el test deberia
metodoldgico idénea presentar sus tépicos de modo

estructurado, por secciones, uno
conceptual, uno metodoldgico
instrumental y uno aplicado.

Validez de intencion y X Es objetivo el disefio Sin opinion

objetividad en la experimental

medicién y observacion

Presentacion y X Formato ideal parael  Sin opinion

formalidad del estudio

instrumento

Resultado parcial 18

Total 18
Puntuacion:

De 1 a11: No valida, Reformular
De 12 a 14: No valido, Modificar
De 15 a 17: Valido, Mejorar

De 18 a 20: Valido, aplicar

Apellido y Nombre Alcides Polania Patifio
Grado Académico Magtr.
Mencion

l Firma

De esta manera, la valoracion de los items por parte de los expertos permitioé obtener una

Razon de Validez de Contenido (CRV: 0,920)
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Tabla No. 26. Razdn de validez de contenido (CRV).

i Experto E.1. E.2. E.3. E.4. E.5 CRV
Items

1 1 1 0 1 0 0,2
2 1 1 1 1 1 1,0
3 1 1 1 1 1 1,0
4 1 1 1 1 1 1,0
5 1 1 1 1 1 1,0
6 1 1 1 1 1 1,0
7 1 1 1 1 1 1,0
8 1 1 1 1 1 1,0
9 1 1 1 1 1 1,0
10 1 1 0 1 1 0,6
11 1 1 1 1 1 1,0
12 1 1 1 1 1 1,0
13 1 1 1 1 1 1,0
14 1 1 1 1 1 1,0
15 1 1 1 1 1 1,0
16 1 1 1 1 1 1,0
17 1 1 1 1 1 1,0
18 1 1 0 1 1 0,6
19 1 1 1 1 1 1,0
20 1 1 1 1 1 1,0
CRV 1 1 0,85 1 0

95 0,920

Asimismo, la consistencia de la prueba por parte de los expertos permitié convalidar la
aplicacion del instrumento en la muestra de estudio, asi como se muestra en la Tabla No. 27.
Donde segun (Cohen & Swerdlik, 2001) con relacién a la puntuacion obtenida orienta a los
investigadores a realizar reformulaciones, modificaciones, mejoras o finalmente la aplicacion del

instrumento que se encuentra en el rango minimo de 18 al puntaje maximo total de 20 puntos.

Tabla No. 27. Consistencia del instrumento de investigacion.

Criterio de validez Puntuacién experto Media
El E2 E3 E4 E5

Validez de contenido 5 5 5 5 4 4.8

Validez de criterio metodologico 5 5 5 5 4 4,8

Validez de intencion y objetividad en la medicion y 5 5 5 5 5 5

observacion

Presentacion y formalidad del instrumento 5 5 5 5 5 5
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Continuacion de la Tabla No. 27

Criterio de validez Puntuacién experto Media
E1l E2 E3 E4 E5

Total 20 20 20 20 18 19,6

Media 5 5 5 5 4.5 4,9
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Anexo No. 3: Proyectos

Disefio

En el siguiente apartado se muestra la elaboracion de los proyectos de investigacion
contemplado para el desarrollo, por parte de una muestra escogida de estudiantes pertenecientes
al curso de Fitoquimica del programa de Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y
Biologia matriculados en el periodo académico 2019-1. Es de mencionar a modo de contexto,
que esta asignatura pertenece al componente flexible y su Microdisefio tiene caracter teorico,
razén por la cual actualmente no cuenta con espacios de laboratorio para el desarrollo de
practicas, de modo que las clases se realizan de manera tedrica, en el cual se plantea un proceso
de aprendizaje diferente en comparacion al aprendizaje obtenido a través de una estrategia
didactica en este caso Aprendizaje Basado en Investigacion para la incorporacion de aquellos
conceptos abstractos de la Fitoquimica. En este sentido, la implementacion de un proyecto
investigativo como estrategia didactica para generar la construccion de algunos conceptos
fitoquimicos, en él se involucran las siguientes actividades: Extraccion de Metabolitos;
Identificacion Preliminar; Separacion Mediante Técnicas Cromatograficas; Aislamiento e
Identificacion de los Metabolitos de interés asi finalmente, divulgacion de los resultados
obtenidos. Se consolida en la Tabla No. 28 las finalidades de aprendizaje que persigue cada una

de las anteriores en el proyecto.
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Tabla No. 28 Aspectos didacticos del proyecto.

Finalidades de Aprendizaje

Descripcion

Indicador

Conceptuales

4 Reconoce las
caracteristicas de los
metabolismos secundarios.

4 Establece relacién entre
los diferentes tipos de
metabolitos y la importancia en la
especie vegetal.

4 Identifica las diferentes
Rutas metabdlicas.
v Reconoce los

fundamentos para la extraccion
de metabolitos de las especies
vegetales.

v Establece la presencia de
metabolitos a través del Anélisis
cualitativo quimico.

v Reconoce las diferentes
técnicas de separacion de
compuestos quimicos (marcha
analitica).

v Identifica la estructura
de los metabolitos secundarios
empleando técnicas modernas de
analisis estructural.
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4 Reconoce la importancia
de los procesos por los cuales se
sintetizan los metabolitos
secundarios como respuesta a
estimulos exteriores.

v Asocia los diferentes
metabolitos secundarios segun su
ruta biosintética correspondiente.
4 Identifica las diferentes
técnicas quimicas para el proceso
de aislamiento e identificacion de
metabolitos secundarios.

v Analiza las diferencias
estructurales que presentan los
grupos de metabolitos
secundarios con relacion a sus
potenciales biol6gicos.

4 Asocia las interacciones
de las moléculas orgénicas con
regiones especificas del espectro
electromagnético para su
determinacion estructural.

v Reconoce la fitoquimica
como un campo del saber, que
permite la busqueda de nuevos
farmacos y fitomedicamentos,
con bhase en los potenciales
biolégicos de beneficio para los
seres humanos.



Continuacion de la Tabla No. 28

Finalidades de Aprendizaje

Descripcion

Indicador

Procedimentales

v Aplica algunas técnicas
fitoquimicas para la extraccion de
metabolitos secundarios a partir
del material vegetal.

4 Identifica las
caracteristicas mas importantes
de los metabolitos secundarios
para asi mismo clasificarlos.

v Investiga diferentes
pruebas para identificar el tipo de
metabolito secundario presente en
una muestra dada.

v Compara los resultados
obtenidos de manera
experimental con datos tedricos
que le permitan validar sus
resultados.

v Relaciona los efectos de
la polaridad de los solutos con la
de la muestra para separar los
metabolitos segun su afinidad.

v Describe el
comportamiento de un metabolito
secundario dada su interaccion
con las ondas electromagnéticas
para identificar su naturaleza a
nivel molecular.

v Hace uso adecuado del
laboratorio para realizar la
extraccion e identificacion de
metabolitos secundarios de la
especie vegetal.

v Reconoce a través de
pruebas cualitativas las
caracteristicas que determinan la
presencia o ausencia de
metabolitos secundarios.

v Propone diferentes
estrategias para llevar a cabo la
identificacion de los metabolitos
secundarios.

v Valida los resultados
obtenidos experimentalmente de
acuerdo a investigaciones
cientificas como referentes.

v Asocia las interacciones
soluto-solvente para seleccionar
la técnica adecuada durante el
aislamiento por medio de técnicas
analiticas.

v Interpreta de manera
adecuada los espectros de los
metabolitos secundarios para su
identificacion molecular.
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Continuacion de la Tabla No. 28.

Finalidades de Aprendizaje

Descripcion

Indicador

Actitudinales

v Valora la opini6n de sus
compafieros para la solucién de
interrogantes planteados y
cumplir los objetivos propuestos.
4 Participa activamente en
las actividades que se lleven a
cabo en el proceso de
investigacion.

v Formula estrategias para
resolucion de problemas
empleando como base el
conocimiento cientifico.

v Genera espacios de
debate para la solucion de dudas
e interrogantes.

v Cumple activamente su
papel dentro del equipo de
investigacion.

v Respeta las opiniones
de los demés y es capaz de
cambiar sus conocimientos
previos acercandose al
conocimiento cientifico.

v Trabajo en equipo para
la construccion de nuevos
conocimientos en relacién a la
fitoquimica.

4 Reconozco la
importancia que tienen los
metabolitos secundarios en la

_ especie vegetal de interés.
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4 Es capaz de formular
preguntas que son de gran interés
en relacion a la tematica,
generando espacios de debates y
socializacion.

v Presenta una actitud
motivadora y de gran
participacion para el desarrollo de
las actividades de investigacion.
v Realiza de manera
responsable los procesos para
llevar a cabo la investigacién
cientifica.

4 Durante los debates y
socializacidn de resultados, es
capaz de asociar las ideas de sus
comparieros para complementar
el aprendizaje; ademas de
respetar los diferentes puntos de
vista u opiniones.

4 Trabaja en equipo de
manera organizada y responsable
para realizar las diferentes
actividades propuestas; asi como
también para el pleno
reconocimiento de la importancia
de los metabolitos secundarios de
la especie vegetal.



Proyecto de Investigacion
Linea de investigacion: Quimica de las plantas (Fitoquimica).
Objetivo: Facilitar el aprendizaje sobre el aislamiento e identificacién de metabolitos

secundarios del helecho Eupodium pittieri.

Introduccion

La fitoquimica es un campo multidisciplinario, el cual tiene como objeto de estudio los
organismos vivos fundamentalmente especies vegetales. Este campo del saber, se nutre
directamente del conocimiento Etnobotanico ademas de la Bioquimica, permitiendo reconocer
los procesos metabolicos que dan origen a una megadiversidad estructural, responsables de
actividades bioldgicas como lo predispone la Etnobotanica.

Los productos naturales, han sido ampliamente estudiados por las comunidades indigenas
dotando particularmente a las plantas de un interés religioso. En ese sentido, la fitoquimica se
encarga de otorgar un soporte cientifico a dichas actividades de interés bioldgico e industrial.

El Huila, es un departamento que posee las caracteristicas propias del trépico, lo que ha
generado una amplia diversidad de plantas; no obstante, y pese a la enorme presencia de
conocimiento etnobotanico, las actividades biologicas han sido poco estudiadas a nivel
cientifico, razon por la cual, los conocimientos en fitoquimica contribuyen y hacen parte de la
linea de investigacion en saberes especificos de la Facultad de Educacion. De esta manera, se
presenta como una oportunidad para vincular a los estudiantes de Licenciatura en Ciencias
Naturales: Fisica, Quimica y Biologia en un ambiente de aprendizaje sobre aquellos conceptos

inherentes a la fitoquimica y lo que conlleva la investigacion en esta linea.
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De esta manera, el proyecto tiene como proposito brindar un enfoque investigativo-
formativo a los estudiantes del programa de licenciatura en Ciencias Naturales y Educacion
Ambiental en el cual se plantean unas series de actividades, estrategias didacticas a fin de
generar un acercamiento con la quimica de las plantas desde una perspectiva mas autbnoma
como un investigador propio. Ahora bien, desde el punto de vista formativo, esto contribuira en
la apropiacion de los conceptos sino también de habilidades y competencias cientificas propias
de un docente integral de las Ciencias Naturales. Todo esto, en aras de motivar las
investigaciones acerca de los potenciales regionales y nacionales de las plantas con potenciales
bioldgicos tomando como ejemplo la especie vegetal Eupodium pittieri donde podran desarrollar
habilidades préacticas en el uso de técnicas de reconocimiento, separacién e identificacion de
compuestos naturales, al igual que, lograr la fundamentacion general en el tratamiento y
obtencion de muestras vegetales, drogas crudas, extractos naturales.

Finalmente, se espera que los estudiantes del curso de fitoquimica, reconozcan la
importancia de las plantas como fuentes de principios activos de importancia en la busqueda de

nuevos farmacos y los fitomedicamentos.

Metodologia

Inicialmente, se conformaran cuatro grupos de tres personas para un total de 12
estudiantes. A cada grupo de trabajo se le asignard un metabolito secundario para realizar su
respectiva identificacion. Es de mencionar que, los estudiantes contaran con material vegetal
obtenido y procesado por los investigadores, disposicion de reactivos e instrumentacion de
laboratorio; ademas seran guiados por los investigadores del presente proyecto quienes hacen sus

veces de “directores de investigacion”.
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Los grupos estaran conformados de la siguiente manera:

Grupo 1: Flavonoides

Grupo 2: Saponinas

Grupo 3: Terpenos y/o Esteroides

Grupo 4: Alcaloides

Las actividades propuestas estan disefiadas para llevarse a cabo en un tiempo de cinco
semanas. Al finalizar, se realizard un foro que permita la socializacion de los procesos teniendo
en cuenta la indagacion, recoleccién, interpretacion y presentacion de datos, asi como también, el

aporte de cada uno de los mismos en la resolucion del problema.

¢Como aislar e identificar los metabolitos secundarios de mayor presencia en la especie

vegetal Eupodium pittieri?
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UNIVERSIDAD

VJ SURCOLOMBIANA

Facultad de Educacion
Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia

Actividad 1. Conociendo las técnicas de extraccién de Metabolitos secundarios

Introduccion

La separacion de moléculas a partir de material vegetal constituye una de las partes
fundamentales del trabajo fitoquimico, este frecuentemente implica el aislamiento de los
principios activos, los cuales a nivel molecular se encuentran en una mezcla con otros
compuestos que poseen propiedades similares a nivel quimico.
Objetivos

Reconocer las diferentes técnicas de extraccion de metabolitos secundarios a partir del
material vegetal.

Emplear una técnica de extraccion de metabolitos secundarios haciendo uso de la especie

vegetal Eupodium pittieri.

¢ Qué técnica para la extraccion de metabolitos secundarios se puede emplear en la

especie vegetal Eupodium pittieri?

Preguntas Orientadoras
- ¢ Qué técnicas son empleadas en la actualidad para la extraccion de metabolitos

secundarios?
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- ¢ Cuéles son los fundamentos fisicos y quimicos que sustentan la extraccion de
metabolitos mediante dichas técnicas?

- ¢ Qué materiales y reactivos son necesarios para llevar a cabo la realizacion de dichas
técnicas?

- ¢Cudles son las implicaciones de la diversidad metabdlica en la planta?

- Elabora un esquema metodoldgico que incluya los materiales, reactivos y sus respectivas

cantidades.
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UNIVERSIDAD

' § SURCOLOMBIANA

Facultad de Educacion
Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia
Actividad 2. Empleando técnicas de identificacion preliminar de metabolitos
secundarios.
Introduccion
La identificacién preliminar de los tipos de metabolitos secundarios presentes es uno de los
pasos mas importantes en la investigacion fitoquimica es de vital importancia reconocer a nivel
cualitativo. De esta manera, permite obtener un punto de partida para el aislamiento e
identificacion del mismo,
Objetivos
Reconocer cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en los extractos.
Identificar algunas pruebas especificas para metabolitos secundarios empleando la especie

vegetal Eupodium pittieri.

¢ Como determinar la especificidad de una prueba cualitativa para el metabolito
secundario de interés?
Preguntas Orientadoras

- ¢Cual es la estructura del metabolito secundario?

- ¢ Qué tipo de situacion (ej: precipitado, color, olor, espuma) presenta la prueba?

- ¢(Cuél es el fundamento de la prueba cualitativa?

- ¢(Consideran que es necesario realizar solo una prueba de identificacion o es necesario

mas de una?
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- Elabora un esquema metodoldgico que incluya los materiales, reactivos y sus respectivas

cantidades.
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UNIVERSIDAD

VJ SURCOLOMBIANA

Facultad de Educacion
Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia
Actividad 3. Empleando técnicas analiticas para la separacion de metabolitos
secundarios

Introduccion

En la separacion del compuesto de interés, es importante conocer en lo posible las
caracteristicas quimicas, teniendo en cuenta los datos obtenidos de las pruebas cualitativas y la
cantidad disponible de extracto o fraccién, ya que se puede trazar una ruta metodologica que
favorezca la obtencion.
Objetivos

Obtener la ruta metodolégica méas adecuada para la separacion del metabolito secundario
de interés empleando la especie vegetal Eupodium pittieri.

¢ Cémo desarrollar la separacion del compuesto de interés?
Preguntas Orientadoras

- Con base a la obtencién primaria del compuesto ¢Que polaridad presenta?

- ¢Con cual disolvente podrias eludir el compuesto?

- ¢ Qué metodologia se podria emplear?

- Para verificar la presencia luego del proceso experimental de obtencion ¢Que se debe
realizar?

- Elabora un esquema metodologico que incluya los materiales, reactivos y sus respectivas

cantidades a emplear.
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UNIVERSIDAD

VJ SURCOLOMBIANA

Facultad de Educacion
Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia
Actividad 4. Realizando el aislamiento de metabolitos secundarios de interes.

Introduccion

La mayor parte de los compuestos presentan similitudes estructurales, en muchos casos se
puede obtener diversos compuestos donde solo cambian algunos sustituyentes. Sin embargo, en
la identificacion no favorece la presencia de una mezcla de compuestos, es por ello que es
indispensable aislar el compuesto de mayor interés de tal manera que, nos permita seguir con el
proceso de manera correcta.
Objetivos

Obtener la ruta metodolégica mas adecuada para el aislamiento del metabolito secundario
de interés empleando la especie vegetal Eupodium pittieri.

¢,Cuales son las implicaciones de la obtencién de una mezcla de compuestos?
Preguntas Orientadoras

- ¢Cual es la técnica que emplea menor cantidad de compuesto y contribuye a la
observacion cualitativa del compuesto?

- (Como se puede separar el compuesto de otro con bastante afinidad?

- Para verificar la presencia luego del proceso experimental de obtencion ¢Que se debe
tener realizar?

- Elabora un esquema metodoldgico que incluya los materiales, reactivos y sus respectivas

cantidades.
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UNIVERSIDAD

VJ SURCOLOMBIANA

Facultad de Educacion
Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia
Actividad 5. Identificando la estructura molecular de los metabolitos secundarios.

Introduccion

La determinacion estructural actualmente ha tenido gran auge en la busqueda de nuevos
compuestos organicos, luego de la comprension del comportamiento de la luz como ondas o
particulas bajo ciertas condiciones, se ha podido reconocer los efectos de la radiacion
electromagnética en la interaccion con la materia. De esta manera, deductivamente se ha logrado
definir la composicion de las moléculas de interés de acuerdo a la informacion suministrada por
algunas de las regiones del espectro electromagnético.
Objetivos

Elucidar los metabolitos secundarios de la especie vegetal Eupodium pittieri empleando
técnicas modernas de identificacion molecular.

¢, Cudles técnicas se podrian emplear para la determinacién estructural de un
metabolito secundario?
Preguntas Orientadoras

- Bajo las condiciones actuales ¢Qué equipos aprovechan el analisis de muestras mediante
la interaccion con la radiacion electromagnética? ;De qué tipo?

- ¢ Qué informacion proporciona la interaccion de la muestra con ese tipo de radiacion?

- Elabora un esquema metodolégico que incluya los equipos, materiales, reactivos y sus
respectivas cantidades.

- ¢ Cudl seré el comportamiento de la muestra con la técnica a emplear?

178



- Es posible comparar los resultados que se obtengan en el laboratorio (Como se haria?
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Anexo No. 4: Proyecto de investigacion elaborado por los estudiantes del grupo flavonoides

—

12T

UNIVERSIDAD

) SURCOLOMBIANA

Facultad de Educacion
Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia

Analisis fitoquimico preliminar e identificacion de flavonoides en la especie

vegetal Eupodium pittieri.

Presentan

Andrés Ronaldo Bahamon Useche
Lina Maria Segura Casanova

A los Investigadores Principales

Ana Maria Mora Lépez
Aldemar Morales Loaiza
Yilber Alexis Valderrama Cérdoba

Neiva- Huila, Colombia Agosto, 2019
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1. Introduccion

En el presente informe de investigacion, los autores presentan aquellas consideraciones
relacionadas al desarrollo de la propuesta investigativa, en donde, de manera inicial se ilustra un
marco tedrico que soporte lo desarrollado durante la experiencia investigativa, por su parte, se
relacionan unos objetivos que trazan la hoja de ruta a seguir durante el desarrollo del trabajo
investigativo.

De otra manera, se incluye una breve resefia que marca la problematica a tratar, por la que
se detallara el porqué de la seleccion del metabolito secundario presente en la especie vegetal de
estudio, seguido a ello, se presentan los resultados obtenidos y el respectivo anélisis de los
mismos, en donde como autores se realizo la contrastacion teorica que valide lo obtenidos
durante el desarrollo de la experiencia.

Por Gltimo, se detallan algunas conclusiones a las que se llegé como autores de la
propuesta, en las que se hace hincapié en la importancia del desarrollo del trabajo investigativo

desde una mirada disciplinar, asi como su aporte al desarrollo profesional de cada uno.
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2. Problema de Investigacion

En la actualidad, los compuestos de origen natural presentan gran relevancia dada la
diversidad de aplicaciones en la industria farmacoldgica, cosmética, agroquimica entre otras, las
cuales son de beneficio para el ser humano. En ese sentido, en el presente trabajo se emplea de
manera particular la especie vegetal Eupodium pittieri, la cual fue seleccionada a partir de los
saberes asociados por una comunidad del municipio de Acevedo (Huila), donde sugieren el uso
de este material vegetal para potenciar el crecimiento del vello facial. Es importante mencionar
que, aunque es escasa la informacion asociada a esta especie, los estudios fitoquimicos fortalecen
la busqueda de metabolitos secundarios que respondan a esos potenciales bioldgicos asociados a
la especie vegetal, por lo que, uno de esos metabolitos son los flavonoides.

Los flavonoides se pueden distinguir de muchos otros por su eficiente potencial
antioxidante, disminuyendo la actividad de los radicales libres (Prochazkova, Bousova, &
Wilhelmova, 2011). Sumado a ello, se encuentra la gran diversidad metabolica que puede
presentar lo que genera la necesidad de conocer compuestos con potenciales obtenidos de fuentes
naturales, puesto que, al parecer, el consumo de antioxidantes sintéticos puede estar relacionado
con la iniciacion de procesos carcinogénicos (Hocman, 1988)

Por esta razon, a partir de la importancia de este grupo de metabolitos secundarios, como
autores de la presente propuesta de investigacion en el curso de fitoquimica se planted la
siguiente pregunta de investigacion: ;Qué métodos se pueden emplear para el aislamiento e

identificacion de flavonoides en la especie Eupodium pittieri?
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3. Objetivos

3.1  Objetivo General
e Identificar flavonoides presentes en la especie de Eupodium pittieri mediante técnicas

convencionales ademas de algunas técnicas modernas de identificacion.

3.2  Objetivos Especificos

e Establecer una ruta metodoldgica para la identificacion preliminar de flavonoides en la
especie vegetal.

e Aislar flavonoides del material vegetal mediante técnicas cromatogréaficas.

e Determinar la presencia de flavonoides mediante espectroscopia Uv-Vis.
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4. Marco Teobrico

Para algunos bidlogos existe una ciencia que se posiciona en medio de la botanica y la
antropologia la cual es conocida con el nombre de etnobotanica, la cual en 1896 surge un
concepto que permitié remplazar los términos de etnografia botanica y botanica aplicada, los
cuales significaban la relacion e interaccion que existia entre las plantas y el hombre,
previamente, en 1970 se inici6 a considerar la etnobotanica como una disciplina cientifica la
cual tuvo un importante papel en la creacion de la sociedad (Carrefio Hidalgo, 2016, pég. 9). Por
su parte este autor vuelve y resalta que la etnoboténica resulta en el intercambio junto a la
articulacion de todos aquellos saberes que se recogen en resultados dados por el dialogo entre
académicos, sabedores y miembros de la comunidad donde se encuentra la especie vegetal
particular (Carrefio Hidalgo, 2016, pag. 17). Dada la naturaleza interdisciplinaria de esta, abarca
muchas areas, incluyendo: botanica, quimica, medicina, farmacologia, toxicologia, nutricion,
agronomia, ecologia, sociologia, antropologia, linglistica, historia y arqueologia, entre otras; lo
cual permite un amplio rango de enfoques y aplicaciones.

Tal como se ha mencionado en anteriores ocasiones, la etnoboténica junto a la medicina
tradicional no posee una presencia como tal en el curriculo académico, de manera que su
abordaje se limita en aquellas comunidades en donde se posee un vinculo estrecho con las
especies vegetales de interés humano, donde alli se encuentra directamente relacionada a su
cultura como un pilar de esta, asi, en estas zonas es donde la educacion con un enfoque en los
conocimientos propios de la comunidad posee un valor estratégico. Por su parte, en las demas
zonas del pais, los conocimientos sobre el tratamiento de patologias comunes mediante el empleo

de plantas propias de la region, es llevado a cabo mediante el traspaso de esos conocimientos de
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generacion a generacion en algunas familias o mediante el compartimiento de dichos remedios
caseros entre vecinos de las comunidades de todo el pais.

Del mismo modo, para las comunidades, las plantas con potencial biolégico son un recurso
muy importante para los sistemas de salud. Por su parte Bermudez, Oliveria Miranda y
Velazquez (2005) dentro de las definiciones otorgadas por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), sostiene que “una planta medicinal es definida como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios
activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos” (pag. 453), es de esta
manera que se estima que alrededor del 80 % de la poblacion mundial emplea plantas
medicinales para el tratamiento de afecciones asi como los diversos empleos que se le pueden
dar a estas.

Todas las plantas tienen en su interior alguna caracteristica quimica importante que las
beneficia a ellas, sin embargo, en ocasiones estas caracteristicas tienen relacion con otros
individuos, estas relaciones que se pueden generar son: planta-planta, planta-insecto o planta-
animal, en esta Gltima relacion, el ser humano es uno de los principales beneficiados, dado que
los usos que se les ha dado a las diversas especies vegetales ha permitido identificar los
compuestos quimicos (metabolitos secundarios), encargados de ese potencial atribuido a las
especies vegetales, y entre ellos se destacando a un grupo particular, los flavonoides.

Los flavonoides, se encuentran en el grupo de los metabolitos secundarios, estos se pueden
hallar en las hojas, en flores y frutos de las plantas; en las hojas como protectores de los rayos
UV que produce el sol, en las flores como agentes atrayentes de insectos para que la planta pueda
realizar el proceso de la polinizacion. Y en general se encuentran en toda la planta para

protegerla de organismo fitopatogenos e insectos (Cartaya & Reynaldo, 2001, pag. 5).
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Los flavonoides son compuestos polifendlicos, de bajo peso molecular y derivados de tres
anillos (A, B, C); “en las plantas se encuentran en forma de glic6sidos y son los pigmentos
amarillos, naranjas, azules y rojos de las flores” (Martino, 2000). Ademas de tener un bajo peso
molecular comparten una estructura en comun de difenil-piranos (C6-C3-C6), conformado por
dos anillos fenilos (A 'y B) unidos por un anillo pirano (C), como se muestra en la llustracién No.

21.

() e
OH OH

Antocianidina

Flavanol
Flavonoide

Flavona Flavonol

lustracion No. 21. Estructura general y algunos ejemplos de diferentes flavonoides. Tomado de (Martinez Florez,
Gonzélez Gallego, Culebras y Tufién, 2002, pag. 272).

Los anillos estan separados en tres y son llamados A, B y C; “en estas moléculas los
atomos de carbono son nombrados por un sistema numeérico, el cual utiliza nimeros ordinarios
para los anillos A’y C y nimeros primos para el anillo B” (Cartaya & Reynaldo, 2001, pag. 5).

Los flavonoides en su estado naturales suelen resaltar una estructura en comun, la cual
posee al menos tres hidroxilos fendlicos y se encuentran generalmente unidos con azlcares en
forma de glicosidos, aunque también se presentan con relativa frecuencia como agliconas libres

“1, 2” (Cartaya & Reynaldo, 2001, pag. 5).
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A lo largo de la historia la ciencia ha logrado identificar mas de 4000 flavonoides
diferentes, de los cuales estan distribuidos en 12 subclases las cuales son: Chalconas, Flavonas,
Flavonoles, Flavanonas, Flavanonoles, Antocianidinas, Catequinas, Epicatequinas, Auronas,
Isoflavonas, Pterocarpanos y Rotenoides (Medina Arnaldi, 2012, pag. 11). Estas subclases se

clasifican por su estructura atomica. En la llustracion No. 22 se aprecia su clasificacion.

a
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lustracion No. 22 Diferentes subclases de flavonoides. Tomado de Bedascasburre (2006) citado en (Medina
Arnaldi, 2012, pag. 12)

Tal como lo destaca Medina Arnaldi (2012), pag. 13, cada subclase tiene unas

caracteristicas importantes las cuales van de colores rojos intensos para las antocianidinas, en el
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caso de las flavonas, flavonoles y auronas son flavonoides que poseen unos colores que van de
los rojos a amarillos claros, estos compuestos son sélidos, como también los son los glicdsidos y
las agliconas, la diferencias es que los primeros son s6lidos amorfos y los segundos son
cristalinos. Por el lado de la solubilidad aparecen los heterosidos, los cuales son solubles en agua
y en alcoholes e insolubles en sustancias organicas apolares. En éter, acetato de etilo, metanol y
entre otros las geminas son muy solubles, pero insolubles en agua. Un factor importante para
poder determinar la solubilidad de los flavonoides esta en los sustituyentes hidroxilo o metoxilo
que posean (Medina Arnaldi, 2012).

Los diferentes tipos de flavonoides estan ligados a unas rutas biosintéticas muy comunes,
una de esas rutas se denomina “ruta del Shikimato” y la otra es la “ruta acetato-mevalonato”,
segun Escalante, Valdivia y Gosset (2009) en la ruta del shikimato su principal biosintesis es la de
compuestos aromaticos la cual se da tanto para bacterias como para plantas. “El primer paso de
esta ruta es la condensacion del fosfoenolpiruvato y de la eritrosa-4-fosfato, por la enzima 3-deoxi-
D-arabinoheptulosonato-7- fosfato (DAHP) sintasa (DAHPS), para rendir DAHP, el cual es

transformado subsecuentemente hasta corismato” (Escalante , Valdivia, & Gosset, 2009).
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5. Metodologia

A continuacion, se esbozan los aspectos metodoldgicos que se desarrollaron en el proyecto
de investigacion sobre los temas inherentes a una parte de la bioprospeccion del helecho
Eupodium pittieri, especialmente el aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios en el
cual, éste hace hincapié en los flavonoides.

Inicialmente, el material vegetal fue tratado por los directores de investigacion que
colectaron frondes en estado joven, de la especie vegetal provenientes del municipio de
Acevedo-Huila. A partir de ahi, se procedio a realizar basquedas de diversas técnicas de
obtencién de compuestos de origen vegetal donde finalmente se encuentra el maceramiento
exhaustivo con disolventes organicos como la mejor estrategia metodolégica para la obtencion
de extractos, identificacion preliminar, aislamiento e identificacion de flavonoides mediante una
técnica moderna de identificacion como la espectroscopia de absorcion ultravioleta.

5.1  Preparacion de la Materia Prima y del Extracto

Es de mencionar, los aspectos mas importantes de la extraccion del material vegetal de esta
especie, puesto que, como se menciono, los directores colectaron las frondes de esta pteridofita
en horas de la mafana debido a que como nos han mencionado las primeras horas del dia
favorecen la produccion de la diversidad metabolica. El tratamiento posterior es de cuidado en la
conservacion del material, si es esterilizado, asi como secado adecuadamente este material puede
perdurar por bastante tiempo. De esta manera, el material que se ha suministrado se encontré en
condiciones dptimas para el desarrollo de la metodologia de maceracion exhaustiva, que consiste
en agotar una cuarta parte de material vegetal por cada tres cuartas partes de disolvente organico

(cloroformo) dejando de 3 dias a 5 dias en agitacidn continua cada dia. Finalmente, el resultado
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del proceso anterior es filtrado y rotaevaporado para reutilizar el disolvente organico en los
demas procesos.
5.2 Evaluacion Fitoquimica Preliminar

Una vez obtenidos los extractos vegetales, se determiné que el método de identificacion
cualitativa para flavonoides son los ensayos Shinoda y cloruro férrico (FeCls) en ese sentido
(Dominguez, 1973) afirma que estas pruebas son preliminares para demostrar la presencia de
flavonoides por medio de su aromaticidad y la reaccién &cida a la cinta de magnesio (Mg), los

reactivos necesarios se mencionan en la Tabla No. 29.

Tabla No. 29 Relacion de ensayos realizados para determinar la presencia de flavonoides.

Obijetivo de Ensayos Materiales
identificacion
Flavonoides Shinoda - -1 mL de extracto acuoso

- -1 mL HCI concentrado
- -1 pedacito de cinta de Mg 0 Zn
- -1 mL de alcohol amilico (agitar y dejar
reposar)
Cloruro Feérrico - 0.5 mL de extracto
FeCl, - Unas gotas de cloruro férrico al 10%

5.3  Obtencion de Flavonoides Mediante Técnicas Cromatograficas

Durante este proceso investigativo, la cantidad de extracto cloroférmico obtenido de los
procesos anteriores permiten la identificacion de flavonoides haciendo uso de una cromatografia
en columna de tamafio pequefio, la cual consistio en varios pasos, lo primero y méas importante
fue lavar y secar todos los materiales necesarios para la separacion. Luego, la columna
cromatografica se prepar6 con 2.0 gramos de silica gel disuelto en hexano siendo esta la fase
estacionaria. Con todo lo anterior, se cargo6 la columna con un poco del extracto de Eupodium
pittieri (2.0 g) con aproximadamente 5 mL de hexano, asimismo, se adiciona con mucho cuidado

por las paredes de la columna como se muestra en la llustracion No.23.
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lustracién No. 23 Preparacion de la columna cromatografica del extracto vegetal.

Una vez inyectada la muestra en la columna cromatografica, lo siguiente es iniciar el
fraccionamiento del extracto. Para ello, se rotula unos frascos pequefios (viales de 50 mL) en la
cual se recogieron cantidades aproximadas de 5 a 10 mL aproximadamente. (llustracion No. 24.)
Esto se realiza, segun la polaridad de los compuestos que se desean separar, en el caso de los

flavonoides se utiliz6 hexano y cloroformo en diferentes proporciones.

Ilustracmn No 24 Frascos I|mp|os Yy Secos para desarrollar la columna cromatograéfica.

Obtenidas las fracciones cromatograficas, el siguiente paso consistio en la purificacion del

compuesto de interés. Por esta razon, teniendo en cuenta que los compuestos aromaticos como
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los flavonoides poseen fluorescencia en presencia de luz ultravioleta y para ello lo primero se

hace es disponer de las fracciones en una camara de luz ultravioleta a 302 o0 365 nm. (llustracion

No. 25)

lustracion No. 25 Frascos con posible presencia de flavonoides de la planta Eupodium pittieri revelado en camara
Uv 365nm.

Una vez elegidas las fracciones, se realiza una cromatografia en capa fina que consiste en
cortar con mucho cuidado una placa de silica gel de 5 x 10 cm, lo siguiente es trazar una linea en
la parte de inferior a 0.5 cm del borde, sobre esta linea se adiciona con ayuda de una micropipeta
—hecha con un capilar— gota a gota cada fraccion selecciona sobre la linea. Lo siguiente fue
preparar en beaker la fase movil la cual se usa segun su polaridad de lo que se desea separar, en
el caso de flavonoides se puede usar una solucion de 1:1 de hexano-acetona. Después, se coloca
con mucho cuidado la placa cromatogréfica en un Beaker de 250 mL donde se desarrollo la
técnica hasta que el frente del disolvente llegue exactamente a 0.5 cm del borde. (llustracion No.

26)
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llustracién No. 26 Cromatografia en capa fina de las fracciones seleccionadas de Eupodium pittieri.

Lo anterior, se realiz6 con el fin de saber cual es la fraccion utilizadas posiblemente tenga
mas de los compuestos deseado en nuestro caso los flavonoides; cuando esto se determine, lo
siguiente es realizar con una placa preparativa de silica gel de 10 x 20 cm empleando el mismo
procedimiento solo con unas excepciones; la primera, la insercion de la muestra es sobre toda la
linea trazada con la solucion sin dejar espacio esto con el fin de que sea més cantidad de
compuesto a su vez sea eficiente y méas facil separar los compuestos en el futuro. Asimismo, la
siguiente consideracion es la fase movil puesto que con el anterior proceso se observa la
eficiencia de la fase mévil empleada, en pocas palabras la resolucion de las franjas obtenidas
indico si se necesita aumentar o disminuir la polaridad de la mezcla. Por lo anterior, se explicita
que se utilizaron una mezcla de disolventes butanol-hexano-tolueno en proporciones 1:1:2 en la

cual se desarroll6 la técnica teniendo en cuenta los protocolos necesarios (llustracion No. 27).
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lustracion No. 27 Cromatografia en capa fina preparativa de la fraccién 10.

Finalmente, luego de desarrollar la cromatografia en capa fina preparativa se revelan la
placa empleando la cdmara de luz Uv- Vis. Enseguida, las franjas reveladas con mejor
separacion son escogidas para aislar separando la silica gel de la muestra.

5.4  ldentificacion Espectroscopica de Flavonoides Mediante Técnicas Modernas

La muestra aislada se maseo con el fin de prever si la cantidad es suficiente para decidir
realizar los analisis de espectroscopia IR y espectroscopia UV-Vis, respectivamente.

Es de mencionar que, las técnicas descritas permiten verificar los grupos funcionales, la
presencia de instauraciones en la molécula aislada de esta manera, con la longitud maxima de
absorcion en el ultravioleta visible permite contrastar con estudios relacionados con el

aislamiento de flavonoides.
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6. Resultados

En este apartado se presentan los resultados obtenidos mediante el seguimiento de la ruta
metodoldgica propuesta para el aislamiento e identificacion de flavonoides presentes en el
material vegetal de Eupodium pittieri, por lo que se cumple con la rigurosidad cientifica desde la
identificacion preliminar, aislamiento e identificacion. A continuacion, se presentan los
resultados obtenidos en la realizacion de cada etapa propuesta para tal fin.

6.1 Evaluacion Fitoquimica Preliminar

Una vez realizada la maceracion exhaustiva, se emple6 el extracto cloroférmico en la
realizacion de las pruebas quimicas cualitativas, mediante cambios como el viraje de color,
presencia de precipitados o la produccién de espuma se determina que las pruebas resultaron

positivas para la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides, respectivamente (Ver Tabla

No. 30).
Tabla No. 30 Ensayo realizado en la determinacion de flavonoides.
Objetivo de identificacion Reaccion Resultado Evidencias
Flavonoides Shinoda Positivo

(coloracién rojo purpura)

Resultado  positivo  del
ensayo de Shinoda

En la prueba de Shinoda, se emple6 una pequefia cantidad del extracto cloroférmico en un

tubo de ensayo donde se agregaron 1 mL de HCI concentrado ademas de un pedacito de zinc
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luego de acidulado se presenta una reaccion burbujeante con una coloracion roja anaranjado, y
un olor fuerte, determinando asi la presencia de flavonoides (Guzman Loayza, 2013).
6.2  Obtencion de Flavonoides Mediante Técnicas Cromatogréficas

6.2.1  cromatografia en columna. La cantidad de extracto obtenido permiti6 desarrollar
una columna cromatogréafica de tamafio pequefio ejemplar para la separacion de los compuestos
de interés. En ese sentido, con las condiciones propuestas se obtuvo una separacion de 11
fracciones con un volumen aproximado de 5 a 10 mL. Cada una de ellas, se concentré para
desarrollar corridos cromatogréaficos en capa fina para identificar cualitativamente la pureza de

las muestras ademas de verificar la presencia de colores rojizos/rosados asociados a los

flavonoides (llustracién No. 28).

lustracion No. 28 Fraccionamiento cromatogréafico del extracto de Eupodium pittieri..
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6.2.2  cromatografia de capa fina. Se determiné trabajar con solo 3 fracciones que
fueron la 6,7,10, de las 11 recopiladas en la cromatografia de columna, para asi poder tener con
mayor exactitud el aislamiento de los flavonoides, esta técnica presenta una serie de ventajas
frente a otros métodos cromatogréaficos, ya que es mas precisa y eficiente en la utilizacién de
cantidades pequefias de material vegetal lo que favorece determinar la presencia del compuesto
de interés asi como las condiciones cromatograficas necesarias para la purificacion. Otra ventaja
es el tiempo que se necesita para conseguir las separaciones es mucho menor y la separacion es
generalmente mejor. Segiin Martinez (2005) citado (Tenorio Dominguez, 2016, pag. 424) en “la
solubilidad de los flavonoides depende de la forma en que se encuentran y del nimero y clase de
sustituyentes presentes”. En la placa se aplicé una pequefia cantidad de muestra de las 3
fracciones elegidas, separadas una de otra por toda la placa, para luego correr con la fase movil
hexano-acetona 1:1 ascendiendo la mezcla de disolventes por toda la placa, arrastrando los

componentes a lo largo de ella, mejorando la separacion (llustracion No. 29).

lustracion No. 29 Corrido cromatografico en capa fina de las fracciones 6, 7 y 10.

Asimismo, empleando el revelado de la placa en luz ultravioleta en la cdmara Uv a dos

longitudes de onda las cuales fueron 302 nm y 365 nm se encontré manchas a lo largo de la placa
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de color rosado, violeta y azul intenso, respectivamente para insaturaciones como son los

flavonoides (llustracion No. 30).

lustracion No. 30 Revelado de placa en camara UV a 365nm y 302 nm, respectivamente.

Los corridos cromatograficos y los disolventes utilizados permiten encontrar diversidad de
compuestos aromaticos como los flavonoides, en ese sentido, las agliconas altamente
hidroxiladas son solubles en solventes altamente polares como etanol, metanol y butanol, no
obstante, las poco hidroxiladas son solubles en éter etilico, acetato de etilo y acetona,
medianamente polares. Estos compuestos tienen alta capacidad de absorcion en la region UV del
espectro, por la presencia de sistemas aromaticos conjugados en su composicién Martinez, 2005
citado en (Tenorio Dominguez, 2016, pag. 424).

6.2.3  cromatografia en capa fina preparativa. La fraccion 10 de las tres seleccionadas
presentaba una mayor cantidad de muestra para el aislamiento de flavonoides posibles, ademas,
se evidencio solo un par de manchas de compuestos con Rf similar, de modo que, toda la
fraccion fue puesta en la placa 10 x 20 cm empleando una fase movil modificada con los
solventes de elucidacion butanol: hexano: tolueno en proporcion 1:1:2 para asi asegurar la mejor

separacion de los posibles flavonoides (llustracion No. 31).
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lustracion No. 31 Resultado de la cromatografia en capa fina preparativa de la fraccion No. 10. Revelado en UV
365 nm.

El revelado de la placa fina preparativa, se evidencia dos compuestos de interés por su
coloracion violeta en la parte superior (muestra B) asi como una banda de color azul en la parte
inferior de la placa (muestra A). Estas franjas se marcaron, rasparon e aislaron en viales
transvasando cada una de ellas a un cono de papel filtro de la silica gel empleado metanol como
disolvente. Asimismo, las muestras se revelaron en luz ultravioleta como se muestra en la

llustracién No. 32.

lustracion No. 32 Compuestos A y B aislados y revelado en luz UV a 365 nm y 302 nm.

Cada una de las muestras presenta una cantidad muy pequefia de muestra, por lo que, se

consolida la técnica de espectroscopia UV-Vis como la Unica viable para identificar mediante los
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méaximos de absorcion los flavonoides en aras de realizar comparaciones en publicaciones

cientificas.

6.3  Espectroscopia UV- Vis

Las muestras aisladas presentan un comportamiento bastante similar al de los flavonoides,
ahora se presenta cada uno de los espectros UV-Vis obtenidos de las muestras con el fin de
identificar mediante comparaciones la presencia de flavonoides en el material vegetal de la
especie Eupodium pittieri. Se emple6 el equipo Espectrofotémetro UV-Vis Perkin Elmer
Lambda 35 con software UV WinLab para la determinacion de la longitud de onda méaxima en la
absorbancia de los compuestos A y B, aislados haciendo un barrido de 1100 nm hasta los 190 nm

(Nustraciéon No. 33 y No.34).
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lustracion No. 33 Espectroscopia de la muestra A. Software UV WinLab.
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lustracion No. 34 Espectroscopia de la muestra B. Software UV WinLab.
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A partir de los espectros obtenidos de las muestras, ademas de los resultados de analisis
previos permite consolidad los maximos de absorcion para las muestras encontrando que la
muestra A presenta una A,,,5, = 269,86. Asimismo, La muestra B presenta tres maximos de
absorcion 4,5, = 276,78; el segundo presenta una A = 410 por Gltimo una A = 670,

respectivamente.
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7. Andlisis de Resultados

En el asilamiento e identificacion de flavonoides, la prueba de Shinoda y de Cloruro
férrico, son pruebas cualitativas que permitieron el reconocimiento que en la estructura base
contienen un nucleo benzopirona. Donde en soluciones acuosas o alcohélicas —como nuestro
caso, se torna de un color rojizo, indicando la presencia de flavonoides (Colina Ramos, 2016,
pag. 24).

Las técnicas de separacién como la cromatografia de columna, capa fina y fina preparativa
ha obtenido una creciente difusion, la cual representa una de las herramientas mas empleadas en
los laboratorios analiticos modernos. Estas técnicas de separacion han sido empleadas
satisfactoriamente para el aislamiento de compuestos de origen natural.

Los compuestos A y B presentaron coloraciones azul y violeta/rosado frente a luz por
camara Uv Vis, respectivamente; estos compuestos logran la separacion con la fase movil
butanol: hexano: tolueno (1:1:2) con gran eficiencia en placa cromatografica (10 x 20 cm). Las
coloraciones y las condiciones presentadas son similares a las reportadas por Flores de Macedo,
2013 citado en Bravo Sanchez y Acufia Calle (2015) donde se ““atribuye la coloracién a la
existencia de posibles flavanonas y flavonas sin 5-OH libre, responsables de los tonos celestes y
azul fluorescente” (pag. 66), (luz visible y revelado al UV, respectivamente); también se obtuvo
la “presencia de flavonoles con un 3-OH libre y con 5-OH libre representarian la coloracién roja
fluorescente al UV y amarillo opaco a la Luz visible” (Bravo Sanchez & Acufia Calle, 2015, pag.
66).

Asimismo, la identificacion empleado la espectroscopia UV-Vis fue determinante en la
verificacion de los flavonoides en la muestra B, esto gracias al comportamiento con esta energia

electromagnética puesto que muchos de los flavonoides, especialmente flavonas y flavanonas,
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exhiben 2 bandas de absorcion; se observa la presencia de la banda 1 representativa del anillo A
de estos compuestos que aparece en un rango de los 650 a 700 nm, y la banda Il correspondiente
al anillo B ente los 400 y 450 nm (Andersen & Markham, 2006) (Mabry, Markham, & Thomas,
1969) citado en (Martinez Garcia, 2014).

Igualmente, como lo menciona Martinez Garcia (2014) “la intensidad presentada de los
méaximos de absorcion ofrece informacidn respecto a las estructuras y los patrones de oxidacién
de los sistemas aromaticos de las fracciones Ay B” (pag. 79). En ese sentido, los compuestos
con dichas conjugaciones como las flavonas y flavononas presentan un mayor grado de
oxigenacion en su anillo aromatico. Mostrando asi una banda de absorcion mucho més intensa en
la Il y considerablemente mas débil en la banda I, comportamiento muy similar a lo observado
en el espectro de absorcion para el compuesto presente en la muestra B (Martinez Garcia, 2014,
pag. 79).

Por lo anterior, se expone la presencia de otro tipo de metabolito secundario presente en la
muestra A, puesto que los patrones presentados a las conjugaciones aromaticas presentadas para
los flavonoides no exhiben caracteristicas estructurales similares. De acuerdo a la longitud de
onda maxima de 269,86 nm se asemeja a la posibilidad de haber aislado otro tipo de flavonoides
o un alcaloide (Morales Leo6n, Arias Cedefio, Torres Rodriguez, Alarcon Zayas, & Sariego

Tamayo, 2017).
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8. Conclusiones

Los resultados de la estrategia metodoldgica propuesta, cumple con los objetivos
propuestos respecto al aislamiento e identificacion de flavonoides del material de la especie
vegetal de estudio, empleando ensayos cualitativos preliminares y cromatografia, ademas del uso
de la técnica de espectroscopia de ultravioleta visible UV-Vis, se logro la verificacion del
compuesto B como posible presencia de flavonoides en el helecho Eupodium pittieri, se infiere
la posible presencia de flavanonas y/o flavonas con las siguientes caracteristicas: sin 5-OH libre
y flavonoles con un 3-OH libre y con/sin 5-OH libre asi como los hidroxilos fendlicos y los
sistemas aromaticos, responsables de atribuir la coloracién rosada observada en la cdmara UV a
365 nm datos corroborados a través de los maximos de absorcion en el espectrograma UV-Vis.

La presencia del compuesto en la especie vegetal es un aspecto fundamental en cuanto a las
propiedades antioxidantes que presentan, ademas, con relacion al potencial atribuido
popularmente sobre la utilizacion en el crecimiento del vello facial, se puede inferir que la
presencia de radicales libres deterioran, como se ha mencionado, por diferentes mecanismos los
foliculos pilosos se encuentran en la epidermis por lo que, la presencia de flavonoides en esta
especie posiblemente sea la que permita prevenir una de las causas que inhibe el crecimiento del
vello facial.

Vale la pena mencionar que gracias a la actividad de investigacion realizada en el curso de
fitoquimica, se logro conocer las diferentes herramientas, técnicas y métodos dedicados al
analisis de procesos analiticos de productos farmacéuticos, biomoleculares, polimeros y muchos
compuestos organicos que permitiran a futuro el desarrollo de nuevas propuestas que favorezcan

el reconocimiento del potencial bioldgico que presenta la flora de nuestra region.
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Anexo No.5. Proyecto de investigacion elaborado por los estudiantes del grupo saponinas
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1. Introduccion

En el presente informe de investigacion, los autores presentan lo desarrollado durante el
desarrollo de la experiencia investigativa sobre la identificacion y aislamiento de saponinas
presentes en la especie vegetal Eupodium pittieri, en ese sentido, se presenta un apartado en
donde se plantea la perspectiva por la cual yace el interés por este tipo de metabolitos
secundarios, asi como el desarrollo de algunos objetivos para lograr su identificacién y
aislamiento.

Por su parte, se presenta una metodologia propuesta a seguir, por la que se hace la
extraccion preliminar, realizacion de pruebas cualitativas para su identificacion, asi como el
procedimiento a seguir por medio de técnicas cromatograficas para su aislamiento y algunas
técnicas espectroscopicas para el reconocimiento de la naturaleza de estos compuestos quimicos.

Por Gltimo, se incluye un apartado de resultados y discusion, en donde se ilustra lo
obtenido en laboratorio a lo largo de la experiencia, asi como la contrastacion por medio de
soportes tedricos que permitan validar lo encontrado por los autores de la presente propuesta; se
finaliza el documento con unas conclusiones preliminares que den razén de lo hallado, asi como
aspectos inherentes de la realizacion del trabajo en la formacién como licenciados en ciencias

naturales.

208



2. Objetivos

2.1  Objetivo General

e Determinar algunas técnicas adecuadas para el aislamiento de saponinas presentes en el

teridofito Eupodium pittieri.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar la presencia de saponinas a través de pruebas cualitativas para su
identificacion preliminar.

e Emplear cromatografia en capa fina y cromatografia en columna para la purificacion de
algunos compuestos presentes en el extracto del helecho Eupodium pittieri.

e Identificar por espectroscopia Uv-Vis la presencia de saponinas en la muestra del helecho

Eupodium pittieri.
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3. Problema de Investigacion

Las saponinas son un grupo de metabolitos secundarios que constituyen una gran familia
de compuesto; De acuerdo a lo planteado por Heng 2006 citado (Bonilla, Carbajal, Gonzales,
Vasquez, & Ldpez, 2019, pag. 40) las saponinas estructuralmente son “constituidos por un anillo
terpenoide o esteroidal, conocidos como agliconas o sapogeninas, sustituidos por oligosacaridos
a través de enlaces glucosidicos que les confieren un caracter anfifilico”. Estos metabolitos,
también son denominados heterésidos saponinicos, tienen gran importancia bioldgica e
industrial, ya que en la industria son empleados como excelentes emulsionantes y algunos de
ellos se utilizan para la elaboracion de detergentes como el jabon. Por otra parte, las saponinas al
ser metabolitos secundarios tienen gran interés farmacoldgico, por su accidn terapéutica por
tanto “tienen un amplio rango de actividades biologicas, tales como su accion antimicotica,
antiviral, antineoplastica, hipocolesterolémica, hipoglicemiante, antitrombotica, diurética,
antiinflamatoria, y molusquicidad” (Chang Huerta, Carbonell, & Morales Ledn, 2013, pag. 14);
por lo tanto, teniendo en cuenta lo anterior, surge el interes de estudiar estos tipos de metabolitos
secundarios, ademas de que estos se pueden encontrar en gran variedad de plantas, asi es como
surge el interés de estos metabolitos y su posible presencia en el helecho Eupodium pittieri,
siendo esta especie la muestra vegetal de estudio para el aislamiento e identificacion de los
metabolitos de interés; por consiguiente surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢Cual es la
técnica mas adecuada para el aislamiento e identificacion de saponinas del teridofito Eupodium

pittieri?
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4. Marco Teorico

4.1  Generalidades de Saponinas

Las saponinas, hacen parte de la gran variedad de metabolitos secundarios producidos por
las plantas; de acuerdo a lo planteado por Woldemichael y Wink, 2011, citado en (Corilla Flores,
2017, pag. 12) estos compuestos “deben su nombre a esa caracteristica distintiva hacia la
formacién de espuma, por lo que probablemente su nombre proviene de la planta Saponaria,
cuyas raices se han usado histéricamente para formar jabon”. Por su parte, Mejia (2019) afirma
que este tipo de metabolitos puede ejercer una amplia actividad bioldgica y farmacoldgica, en
donde estudios recientes afirman que se destaca el efecto insecticida, anti-inflamatorio,
broncolitico, hipo-colesterolémico, entre otros.

Dentro de la naturaleza quimica de las saponinas, Ahumada, Ortega , Chito y Benitez
(2016) mencionan que “estos compuestos se encuentran estructuralmente constituidos por un
anillo terpenoide o esteroidal, los cuales son conocidos como agliconas o sapogeninas,
sustituidos por oligosacaridos a través de enlaces glucosidicos que les confieren un caracter
anfifilico”, tal como se evidencia en la Ilustracion No. 35, por su parte Heng et al., (2006)
afirman que de acuerdo con el nimero de sustituciones que presente la estructura, se pueden

encontrar agliconas mono, di o triglicosiladas.
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lustracion No. 35 Estructura general de las saponinas donde se indica el enlace glucosidico entre la aglicona y un
glucésido. Tomado de Ahumada, Ortega , Chito y Benitez (2016)

4.2  Pruebas Cualitativas para Saponinas.

Las pruebas cualitativas son uno de los primeros pasos para determinar de manera preliminar
la presencia o ausencia de un tipo de metabolito secundario particular en una muestra determinada,
en ese sentido Dominguez (1973) afirma que las saponinas y sapogeninas insaturadas o con
presencia de varios hidroxilos generan complejos coloreados con varios reactivos acidos, de
manera similar a los esteroides, las saponinas son sensibles a pruebas como Liebermann-Burchard,
Salkowski, Cloruro de tionilo y Tricloruro de antimonio, por su parte, las saponinas dan una
reaccion positiva a pruebas para carbohidratos como la de Molisch (presencia de anillo violeta) o
Antrona (Anillo azul - verdoso).

4.3  Técnicas Cromatogréficas

Dentro de este aspecto, Dominguez (1973) afirma que, dado el caracter polar, las saponinas

resultan en metabolitos adecuados para el empleo de estas técnicas analiticas, el empleo de

cromatogafia en capa fina se recomienda el empleo de gel de silice empleando como fase movil
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mezclas de butanol: &cido acético: agua (4:1:1), por lo que como agentes reveladores es comdn el
empleo de vapores de yodo, acido sulfarico y otros.
4.4  Espectros de Absorcion de Saponinas

Tal como se evidencio en la ilustracion No. 35., las saponinas presentan carencia de grupos
cromoforos conjugados, por lo que como afirma Dominguez (1973) estos compuestos
usualmente no absorben en el ultravioleta, aunque las saponinas que presentan instauraciones en
su estructura dan una sefial entre 205-210 nm y se puede encontrar aumento en la intensidad de

las sefiales conforme aumentan el nimero de radicales alquilo unidos al doble enlace.
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5. Metodologia

5.1  Extraccion de Saponinas

La muestra de material vegetal Eupodium pittieri fue adquirida en horas de la mafiana en el
municipio de Acevedo- Huila donde ademas fue secada a la sombra. Una vez realizado el
proceso de secado fue pulverizado todo el material vegetal dejando este con pedazos de 5a 10
mm, seguido al horno a 45 °C durante 10 horas por los directores de investigacion.

Una vez terminado el proceso de secado y pulverizado se procedié con la identificacion de
metabolitos segundarios, en este caso las saponinas. Por esta razon, para extraer el tipo de
metabolito seleccionado se masearon 5.0 g de muestra llevandose a un tubo de ensayo donde se
afiadieron 6.0 mL de etanol al 75.0 %. Dejando hervir por 15 minutos, pasado este tiempo se
filtro el extracto etandlico con el fin de realizar las pruebas de identificacion de saponinas las
cuales fueron dos: la primera, la prueba de Lieberman- Buchard y la segunda la prueba de
Salkowski. A continuacion, se presenta la metodologia para realizar cada una de estas pruebas.
5.2  Prueba de Lieberman- Buchard.

Para esta prueba se toma una pequefia cantidad del extracto etanélico de Eupodium pittieri,
luego se afiadié 2.0 mL de anhidrido acético, 2.0 mL de cloroformo y se enfrié a 0 °C con ayuda
de una cubeta con hielo. Finalizado el proceso de enfriamiento, se afiadié 2 gotas de acido
sulfarico (H2SO4). Al momento de agregar estas dos gotas, si en la muestra se presenta una
aparicion de una coloracion azulada que pasa anaranjado para luego volverse verde, indica una
reaccion positiva para la presencia de saponinas.

5.3 Prueba de Salkowski.
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Se toma una pequefa cantidad del extracto, se afiadié 2.0 mL de cloroformo y 2.0 mL de
acido sulfurico (H2SO.). De acuerdo al fundamento de esta prueba, si se presenta una coloracién
anaranjada, se indica una reaccion positiva para saponinas.

Las pruebas anteriormente mencionadas, se ejecutaron con el fin de identificar de manera
preliminar la presencia de saponinas en el material vegetal. De esta manera, se continué con el
proceso de separacién cromatografica, por lo que se realizé la extraccion de las saponinas
presentes en la muestra a través de la cromatografia en columna la cual es una técnica de
separacion que permite el posterior aislamiento del compuesto de interés.

Terminada la separacion, cada fraccion obtenida se procede a desarrollar en placas
cromatograficas y revelado con una camara de luz ultravioleta, la cual tiene como finalidad
identificar la fase mévil adecuada para hacer la cromatografia en capa fina preparativa para el
aislamiento del compuesto de interés.

Con relacion a lo anterior, finalmente el compuesto purificado se dispuso a una técnica de
identificacion estructural empleando un espectrometro de UV-Vis para la identificacion de las
saponinas en el material vegetal, para esto se tomé una pequefia muestra producto de la
cromatografia en capa fina preparativa al equipo de espectroscopia ultravioleta donde se
determind mediante semejanzas espectrales la presencia del compuesto de interés.

Por lo descrito anteriormente, los autores del presente informe sintetizan la metodologia a

desarrollar por medio de un diagrama de flujo, tal como se ilustra en la Ilustracién No.36.
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llustracién No. 36 Diagrama de flujo de la metodologia a desarrollar. Esquema realizado por los autores.
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6. Resultadosy Discusion

En el presente apartado se incluyen los resultados obtenidos durante el desarrollo de la
experiencia de investigacion, de igual manera, se incluye la discusién de los mismos
contrastando con soportes tedricos que permitan validar lo encontrado.

6.1  Obtencién del Extracto

De manera inicial, por medio de la realizacion de la disolucion de acetona con 5 gramos de
la muestra seca (Eupodium pittieri), se realizo el respectivo rotaevaporado y filtrado del material
vegetal, de manera que se logrd la obtencion del extracto vegetal en forma de pasta viscosa

presentando una coloracién verdosa, tal como se evidencia en la llustracion No. 37

lustracion No. 37 1zq) Filtrado del material vegetal. Der) Extracto vegetal posterior a rotaevaporado. Fotos
tomadas por los autores.

6.2  ldentificacion Preliminar de Saponinas

Posterior a la obtencion del extracto vegetal, la realizacién de las dos pruebas cualitativas
seleccionadas para la deteccién de saponinas en la muestra vegetal, consistié en la prueba de
Lieberman- Burchard y la prueba de Salkowski, descritas con mas detalle en la metodologia. Los

resultados de la realizacion de dichas pruebas se presentan en la Tabla No. 31.
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Tabla No. 31 Resultados obtenidos por medio de las pruebas de identificacidn preliminar de saponinas.

Prueba Reactivos Empleados Indicador Resultado Obtenido

Extracto vegetal

Anhidrido acético Coloracion naranja luego
Cloroformo verde

Acido Sulfarico

Liebermann-Burchard

Extracto vegetal
Salkowsi Cloroformo Coloracion naranja
Acido sulftirico

Los resultados obtenidos previamente concuerdan con lo plasmado por algunos autores de
manera tedrica, dado que la prueba de Lieberman-Burchard se emplea para la identificacion de
saponinas, pero también es una de las pruebas méas empleadas para esteroides, dado que (Cook,
1961) menciona que cualquier esteroide o triterpeniode con presencia de instauraciones, pueden
dar positivos con esta reaccion por medio de la formacion de complejos coloreados rosa, violeta,
azul o verde, tal como menciona (Foy Valencia, Mac Donald, Cuyos, & Duefias, 2005). Este
ualtimo menciona que la Prueba de Salkowski se considera positiva cuando hay un cambio de
coloracidn hacia el amarillo - naranja o el rojo; lo que indica la presencia de esteroides

insaturados que permiten la formacién de un complejo o un anillo de color rojo.
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6.3  Aislamiento de Saponinas por Técnicas Cromatograficas

Por su parte, fue indispensable el reconocimiento de los tipos de metabolitos secundarios
presentes en el extracto vegetal de estudio, de manera que se procedio al seguimiento de las
saponinas por medio de técnicas cromatogréficas, de manera que se realizé una cromatografia en
columna y una cromatografia en capa fina, tal como se evidencia en la llustracion No. 38., para
poder asi, obtener las muestras que contienen el metabolito secundario en cuestion. Las muestras
recopiladas a lo largo del aislamiento y las cuales presentaron mayor prospeccion se evidencian

en la ilustracién No.38, estas fueron llevadas a una nueva rota evaporacion para dejarlas

preparadas para andlisis espectroscopico.

lustracion No. 38 Izq) Cromatografia en columna. Der) Cromatografia en placa preparativa. Fotos tomadas por
los autores.

lustracion No. 39 Identificacion de muestras aisladas mediante camara UV- Vis
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6.4 Identificacidon por Espectroscopia Uv-Vis

Para la obtencion de los espectros de las muestras seleccionadas, se utiliz6 un
espectrofotometro Uv-Vis Perkin EImer Lambda 35, el cual se encontrd a disposicion en el
laboratorio de Quimica de la Universidad Surcolombiana, por lo que por medio del software Uv-
Winlab se logro la identificacion de los espectros de las tres muestras seleccionadas, tal como se

evidencia en las siguientes ilustraciones.

S UV WinLab [C:\UVWINLAB\Quimica Gral\scan1.msc] - [Graph1]
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250,0 255 260 265 270 275 280 285 290 205 300 305 310 315 320 328 330 335 40,0
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| Instrument r |

| Report Buider- Ci... B U Winlsb[C:\Uv.., | MM DataServervl,60 | T Documentol - bicr... L0 % Y 03:19pm.

Es & a

lustracion No. 40 Espectro de la muestra uno. Maxima absorbancia en 273,01 nm.
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lustracion No. 41 Espectro Uv-Vis de la muestra dos. M&xima absorbancia en 278,91 nm.
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lustracion No. 42 Espectros Uv-Vis de la muestra tres. Maxima Absorbancia en 272,94 nm.
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Respecto a las longitudes de onda de méxima absorbancia, se encontr6é por medio del
espectro obtenido en la ilustracion No. 40, que para la muestra No. 1 se hallé en 273,01 nm; por
su parte, por medio de la lustracion No.41, para la muestra No. 2 se encontré una longitud de
onda de maxima absorbancia de 278,91 nm, y, por Ultimo, por medio de la ilustracion No.42, en
la muestra No. 3, se hallé una longitud de onda de 272,94 nm correspondiente a la méxima
absorbancia para dicha muestra.

Por lo anterior, se encontrd que las longitudes de onda de las tres muestras seleccionadas
oscilan entre los 273,01 nm para la muestra No. 1 hasta los 278,91 nm de la muestra No. 2.,
contrastando con lo planteado por Dominguez (1973) las longitudes de onda encontradas no
coinciden con las planteadas para saponinas insaturadas, en donde usualmente generan sefiales
entre los 205-210 nm. Dado que se encontraron sefiales de absorbancia, es valido afirmar que los
compuestos presentes en las tres muestras seleccionadas presentan insaturaciones, de lo contrario
no se hubiera obtenido sefial alguna en esta region del espectro electromagnético.

De otro modo, se puede afirmar que las pruebas cualitativas empleadas también se aplican
para esteroides, tal como afirma Dominguez (1973) es posible que las longitudes de onda
encontradas sean de compuestos afines a esta clase de metabolitos. De otra manera, se hace
necesario el empleo de otras técnicas espectroscopicas para determinar la naturaleza de los
compuestos aislados en las tres muestras, haciendo uso del espectro IR 0 RMN, sin embargo,
dada la capacidad del instrumental con los que se cuenta, no es posible por el momento hacer

dicho analisis.
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7. Conclusiones

Por medio de las pruebas cualitativas de Liebermann-Burchard y Salkowski, se logrd
comprobar la posible presencia de saponinas presentes en el helecho Eupodium pittieri, dado que
se logré encontrar la respectiva formacion de los complejos coloreados que indican la presencia
de estos compuestos en la muestra del extracto vegetal obtenido.

Por medio de la espectroscopia Uv-Vis se logré comprobar las diversas longitudes de onda
de méxima absorbancia, encontrando un rango entre 273,01 nm a los 278,91 nm, los cuales por
medio de la contrastacion tedrica no coinciden con la presencia de saponinas con instauraciones,
dado que estas son las que poseen grupos cromaforos que absorben en esta regidn del espectro,
por ello se hace necesario en el futuro un analisis por medio de otras técnicas que permitan
validar la naturaleza de los compuestos aislados.

Mediante el presente estudio se logré fomentar las distintas técnicas fitoquimicas para la
extraccion e identificacién de metabolitos secundarios, que para el presente estudio fueron
saponinas, estas son fundamentales para el desarrollo de nuestra formacion como Licenciados en
Ciencias Naturales, lo que muy seguramente permitira en el futuro el desarrollo de nuevas

investigaciones y la inclusion de estas metodologias en la labor como futuros docentes.
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1. Planteamiento del Problema

Los alcaloides son los metabolitos secundarios mas abundantes en especies animales y
vegetales, y asi mismo, contribuyen a diferentes funciones en quienes los procesan para
beneficio propio, la complejidad de sus estructuras hace posible su multifuncionalidad y por esto,
pueden ser utilizados como analgésicos, anestesicos, curativos o psicotropicos (Palacios
Palacios, 2013), aungue, estos actian sobre el sistema nervioso central, alterando el orden en
este, relajando o exaltando las funciones, por ello, algunos poseen un gran poder adictivo, como
la cocaina que es extraida de las hojas de coca que, con anterioridad fue utilizada como
anestésico, pero al causar adiccion en los pacientes fue descontinuada de la medicina, aunque
actualmente es sintetizada de manera ilegal para dopamiento.

Estas adicciones son mal utilizadas por el ser humano, por lo que se dedica basicamente a
hacer dinero a costa de estos ignorando el dafio que ofrece al pr6jimo en vez de aprovechar el
potencial médico de algunos alcaloides y reemplazar el tiempo invertido en la extraccion de
algunos metabolitos secundarios dafiinos para el Sistema Nervioso Central — SNC, con la
purificacién de otros con propiedades medicinales demostrables, esto es importante para la
sociedad, ya que la medicina y la farmacologia son de las ciencias que mas influyen en ello. Se
deduce, que una planta puede obtener estos metabolitos dependiendo del potencial bioldgico que
tenga; este es posible debido al estrés ambiental u otros factores que influyan en el
comportamiento de las especies para generar estos metabolitos, ya sea por conocimiento
empirico o cientifico. Se conoce como conocimiento empirico a la forma en como las personas
sin algun estudio en especifico aprenden naturalmente por ensayo y error, contrario al
conocimiento cientifico que va desde la consulta del tema hasta los ensayos bioldgicos. De esta

forma los habitantes del municipio de Acevedo - Huila empiricamente han revelado un mito que
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asegura que las frondes de cierta especie de helecho contribuyen al crecimiento del vello facial,
siendo este el potencial biol6gico demostrado, de esta manera, producto de analisis en el grupo
de investigacion surge la pregunta: ¢Qué estrategias metodoldgicas pueden utilizarse para la

identificacion de alcaloides en la planta Eupodium pittieri?
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2. Objetivos.

2.1  Objetivo General
e Determinar la estrategia metodoldgica para la identificacion de alcaloides en la especie

vegetal Eupodium pittieri.

2.2 Objetivos Especificos
e Reconocer las diferentes estrategias metodoldgicas para la identificacion cualitativa de

alcaloides.

e Disefiar una ruta metodoldgica para la extraccién de alcaloides.
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3. Marco Teorico

Los seres vivos, y en especial las plantas, producen metabolitos secundarios los cuales son
sintetizados por diferentes rutas metabdlicas, estos compuestos de origen natural se originan con
el fin de cumplir una funcién en el organismo aparentemente no vital, pero necesaria para
muchos procesos en el ciclo vegetal, es de esta manera que la naturaleza sorprende a quienes se
dedican a estudiarla, ya que la generacion de estos compuestos poseen diversas particularidades
bastante distintivas, para el presente caso, vale la pena resaltar la naturaleza de los alcaloides, los
cuales son sustancias producidas por la ruta del &cido shikimico, que segn Soto Vasquez (2013)
“El acido shikimico es reconocido como el compuesto punto de partida para un vasto namero de
sustancias naturales y es un metabolito universal de las plantas superiores y de muchas clases de
animales no mamiferos” (pag. 20). Este precursor es necesario para la biosintesis de los
alcaloides, quienes a su vez se reconocen estructuralmente por tener la presencia de Nitrégeno en
su estructura quimica.

De manera general, es necesario reconocer el interés histérico por este grupo de
metabolitos secundarios, y es que su historia proviene desde tiempos inmemoriales, donde los
aborigenes empleaban los extractos de algunas plantas para defensa de las tribus, medicina o
encuentros con sus dioses ancestrales. De acuerdo a lo planteado en la pagina Vanguardia (2018)
“Las civilizaciones antiguas emplearon los extractos de plantas (de raices, cortezas, hojas, flores,
frutillas o semillas) de la misma manera que en la actualidad se utilizan los farmacos™; por ello,
desde el fundamento de la medicina fue menester apropiarse de los efectos que causaba cada uno
de estos y, cual era el motivo de su propiedad, alli se aislaron los primeros alcaloides obtenidos

de diferentes vegetales, como la morfina aislada de la amapola o la curarina que proviene del

229



curare. Actualmente, los alcaloides son utilizados en diferentes &mbitos medicinales y culturales,
en especial en las drogas actuales como la cocaina y el LSD.

Respecto a las propiedades que posee este tipo de metabolitos secundarios, segun Alfaro y
Murillo (2010) de manera medicinal se encuentran asociados a propiedades antitumorales,
anticancerigenas y preventivas a multiples enfermedades. Algunos alcaloides conocidos como la
escopolamina segun Alfaro y Murillo (2010) “se utiliza en pequefias dosis para el tratamiento de
nauseas, mareos, colitis y vémitos”, de manera que es ampliamente utilizada en farmacologia y
medicina debido a sus efectos sobre el sistema nervioso parasimpatico, ya que este “induciendo a
la dilatacion de las pupilas, la contraccion de los vasos sanguineos, reduciendo las secreciones
salivales y estomacales” (Alfaro & Murillo , 2010). Por su parte la cocaina, es un alcaloide que
se encuentra en varias especies de solanaceas, como: “la mandréagora, el belefio negro, la
belladona y el estramonio; aunque se extrae principalmente de la planta de coca, que pertenece a
la familia Eritroxilaceas” (Alfaro & Murillo , 2010). Por otro lado, este autor citando a
(Willenborg, 2001) resalta que “hace miles de afios esta planta fue considerada sagrada, gracias a
sus virtudes; ademas, sus hojas fueron utilizadas para alimentar, curar y superar el agotamiento”.
Ahora bien, es importante destacar que “la cocaina es un estimulante que funciona mediante la
modulacion de la dopamina al cerebro. Esta sustancia causa efectos inmediatos y a largo plazo
gracias a sus propiedades analgésicas y anestésicas” (Alfaro & Murillo , 2010); por eso, desde
tiempos antiguos fue aprovechada, incluso en nifios, en cirugias de 0jos y nariz, pero actualmente
es prohibido. Finalmente, otro tipo de alcaloide es la nicotina, de acuerdo a lo planteado por
Alfaro y Murillo (2010) “es un alcaloide que se produce en altas cantidades en la planta de
tabaco... Su funcidn es actuar como defensa ante los herbivoros, siendo una excelente

neurotdxica, en particular contra los insectos, de ahi su utilidad como insecticida”.
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Con relacion al efecto toxicoldgico, Palacios Palacios (2013) afirma que “los alcaloides
son sustancias que suelen tener actividad farmacoldgica incluso a dosis muy bajas. Muchos de
ellos son sustancias muy toxicas, por lo que se deben extremar las precauciones cuando se
empleen en terapéutica” (pag. 16), como la quimiotaxonomia, en donde se aprecia que las
estructuras quimicas de los alcaloides son diferentes y a raiz de esto, sus aplicaciones de igual
manera son distintas.

Entre los alcaloides que tienen efectos estimulantes del Sistema Nervioso Central (SNC) se
destaca segun Martinez Lirola, Molero y Gonzalez Tejero (1997) citado en (Palacios Palacios,
2013) “la cafeina, estricnina como la Camelia sinensis L. por la presencia en el a de alcaloides
tales como teina, teofilina y teobromina”, Por otro lado, estos mismos autores resaltan los efectos
estimulantes del SNV simpatico (efedrina), inhibidores del SNV simpético (yohimbina),
estimulantes del SNV parasimpatico (pilocarpina, eserina), entre otros.

Para la identificacion de alcaloides Palacios Palacios (2013), pag. 157, menciona que las
pruebas que se utilizan con mayor frecuencia son los reactivos de Mayer, Dragendorff, Wagner,
ya que las técnicas de reconocimiento estan basadas segun Rios Herrera (2012) “la capacidad
que tienen los alcaloides en estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y metales
pesados como bismuto, mercurio, tungsteno formando precipitados; estos ensayos preliminares
se pueden realizar en el laboratorio o en el campo” (pag. 11). Los reactivos mas utilizados para
determinar la presencia de alcaloides son: “la solucion de yodo-yoduro de potasio (Reactivo de
Wagner), mercurio tetrayoduro de potasio (reactivo de Mayer), tetrayodo bismuto de potasio

(reactivo de Dragendorff)” (Rios Herrera, 2012).
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4. Metodologia

Inicialmente, se hace la respectiva colecta del material vegetal. Luego, se hace un ligero
lavado de la planta en caso de poseer sustrato adherido a las raices o tallo se deja secar sobre una
lamina de carton a la sombra libre de humedad, durante un tiempo estimado de 24 a 72 horas
hasta determinar que el material vegetal se encuentre deshidratado. EI material vegetal seco se
pulveriza con un tamafo de particula de 2 mm a 5 mm, se deposita este material en bolsas de
papel periodico previamente elaboradas. Seguidamente, se introduce las bolsas en un horno de
secado a una temperatura de 40 °C durante 16 horas, donde se monitorea el peso cada 4 horas
hasta obtener un peso constante. Cabe destacar que el proceso anterior fue elaborado por los
directores de investigacion que coordinan este proyecto.

Luego, se inicia el maceramiento exhaustivo con los disolventes organicos en orden de
polaridad creciente de la siguiente manera: se inicia con el desengrase de 200 g de material
vegetal con 1.5 L de n-Hexano, se tapa y posteriormente se agita el frasco vigorosamente cada
dia. Luego de 3 dias, esta solucion (material vegetal + disolvente) se filtra con ayuda de un
embudo de vidrio y papel filtro Whattman N° 2. la abertura del frasco es tapada para este proceso
con gasa (doble si es necesario) ajustada con un caucho para evitar la caida desmesurada del
material sobre la filtracion. El filtrado debe ser sometido a rotaevaporacion a una temperatura no
mas de 45 °C con 40-50 rpm, permitiendo obtener la pasta o bien llamado extracto.

Cada extracto obtenido debe ser rotulado y conservado en un lugar fresco o en su defecto
en nevera de la siguiente manera: Mencionando la fecha de obtencién, tipo de extracto y material
empleado y grupo de laboratorio.

Para la identificacion de los alcaloides se disponen a hacerse 3 pruebas cualitativas en las

cuales se explican a continuacion con la preparacion del reactivo.
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4.1  Dragendorff.

Se preparan dos soluciones la primera consiste en disolver 0.85 g de nitrato de bismuto
(BiNOs3) en una mezcla de 10.0 mL de &cido aceético glacial y 40.0 mL de agua destilada; la
segunda solucion consiste en disolver 8.0 g de yoduro de potasio en 20.0 mL de agua destilada.
Posteriormente, la solucion final se prepara tomando 5.0 mL de la primera, 4.0 mL de la segunda
y 100.0 mL de agua destilada. *Este reactivo permanece estable por un afio*. La prueba consiste
en tomar en un tubo de ensayo 2.0 mg de extracto en Etanol o una pequefia muestra en una placa
de porcelana, se agregan 3 gotas del reactivo. La presencia de precipitados de color: rojo, naranja
0 marron indica positivo para la presencia de alcaloides.

4.2  Mayer.

El reactivo se prepara tomando 0.1355 g de Cloruro de Mercurio y 2.5 g de Yoduro de
Potasio en agua. La solucién es aforada a 50 mL con agua destilada, un precipitado blanco o
amarillo pardo indicaria la presencia de alcaloides.

4.3  Wagner.

El reactivo se prepara tomando 1.27 g de yodo sublimado, 2.0 g de yoduro de potasio
disueltos en 20.0 mL de agua destilada, se afora a 100.0 mL con agua destilada. La prueba
consiste en tomar y disolver en un tubo de ensayo 1.0 mg de extracto en 3.0 mL de reactivo, se
afiade 2 gotas de HCI 10%. Si, se presenta un precipitado floculante de color marron la prueba es
positiva.

A partir del conocimiento de la actividad y las pruebas cualitativas, se obtiene una
prospeccion de la funcionalidad bioldgica con relacion a los compuestos quimicos identificados,
con ello se realiza una cromatografia como capa fina o capa fina preparativa, la cual segin

Castellano (2016) se utiliza para “el analisis cualitativo de los productos de una reaccion, puesto
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que permite conocer de manera rapida y sencilla cuantos componentes hay en una mezcla” su
fundamento fisico consiste de la separacion de los componentes distribuidos en dos fases una
estacionaria y una movil (direccion definida). Su fundamento quimico es que dicha separacion se
da por absorcién selectiva en donde produce manchas en los diferentes medios absorbentes. Por
ello se tiene en cuenta la tabla de polaridad de disolventes, tal como se evidencia en la Tabla No.

32

Tabla No. 32 Polaridad de disolventes. Tomado de (Jestval, 2012)
4
- @,
Cienytech™

Ciencia y Tecnalogla

Miscibilidades entre disolventes

Punto de  Nimero de

indice de polaridad Disolvente V;spcozsl;(a:d ebullicion ~ miscibilidad C‘I’:r:é:;")
i °C (1 atm) (M)
-0.3 N-decano 0.92 174.1 29
-0.4 Iso-octano 0.50 99.2 29 210
0.0 N-hexano 0.313 68.7 29
00 Ciclohexano 098 80.7 28 210
1.7 Eter butilico 0.70 1422 26
1.8 Trictilamina 0.38 89.5 26
22 Eter isopropilico 033 68.3 210
23 Tolueno | o059 1006 23 285
24 P-xileno 0.70 138.0 24 290
3.0 Benceno 0.65 80.1 21 280
33 Eter bencilico 5.33 288.3
3.4 Cloruro de metileno 0.44 39.8 20 245
37 Cloruro de etileno 0.79 83.5 20
3.9 Alcohol butilico 3.00 17.7
3.9 Butanol 3.01 177.7 15
4.2 Tetrahidrofurano 0.55 66.0 17 220
4.3 Acetato de etilo 047 77.1 19 260
43 1-propanol 2.30 97.2 15 210
43 2-propanol 2.35 117.7 15
44 Acetato de metilo 0.45 56.3 15,17 260
45 iloeti 0.43 80.0 17 330
45 Cicl 224 155.7 28 210
45 Nitrob 2.03 2108 14,20
4.6 B itrilo 1.22 191.1 15,19 |
48 Dioxano 154 1013 17 220 |
5.2 Etanol 1.20 78.3 14 210
53 Piridina 0.94 1153 16 305
53 Nitroetano 0.68 114.0
5.4 Acetona 0.32 56.3 15,17 330
55 Alcohol bencilico 5.80 2055 13
5.7 Metoxietanol 1.72 124.6 13
62 Acetonitrilo 0.37 81.6 11,17 190
62 Acido acético 126 117.9 ra E ]
84 Dimetilformamida 0.0 153.0 12 |
65 Dimetilsulfoxida 224 189.0 9 B |
66 | Metanol 0.60 64.7 12 20 |
7.3 |F i 376 210.5 3 |
9.0 | Aqua 1.00 100.0 I

Se utiliza como revelador los vapores de yodo ya que es el procedimientos mas usado y
recomendado para el uso en documentos y soportes de papel, ya que tiene la ventaja de no

manchar ni dafar el soporte donde se localizan las impresiones en la identificacion de alcaloides;
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su principal desventaja es que desaparecen rapidamente las impresiones, por lo cual se deben
fijar fotograficamente en forma casi inmediata, existiendo la opcion de repetir la técnica varias
veces (capril, 2015). Para el uso de estos vapores de yodo se debe calentar en un beaker tapado y
de ahi se capturan estos vapores para la posterior identificacion.

Luego, procede el aislamiento de los compuestos raspando las manchas mas puras donde
se agregan a un vial con un papel filtro con el fin de separar la silice del compuesto se agrega
cloroformo hasta se solubilice dentro del vial y la silice pura en el papel filtro.

Por Gltimo, para la identificacion estructural se realiza la espectroscopia UV-visible, que
segun Cromtek (2015) esta se utiliza con el fin de:

Identificar algunos grupos funcionales de moléculas, y para determinar el contenido y

fuerza de una sustancia. Se utiliza de manera general para determinacion cuantitativa de los

componentes de soluciones de iones de metales de transicion y compuestos organicos
altamente conjugados.

Posterior a ello, se realiza el analisis de las bandas de absorcion, dado que los alcaloides
aparecen con un maximo de absorcion entre 200 y 273 nm, en caso de ser una sola banda de

absorcion.
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5. Resultados.

En la Tabla No.33 se muestran los resultados del analisis fitoquimico preliminar cualitativo
de acuerdo a cada uno de los reactivos utilizados para la determinacion de alcaloides en la

muestra.

Tabla No. 33 Resultados pruebas cualitativas

Reactivo Resultado Observaciones Imagen
Mayer Negativo Precipitado verde oscuro.
(--)
Wagner Positivo Precipitado marron
(+++)
Dragendorff Positivo Precipitado anarajado — marrén
(+++)

Al realizar la cromatografia de placa como prueba preliminar para determinar el eluyente
adecuado para la separacion de compuestos en el extracto, se pudo apreciar que, al utilizar
hexano, cloroformo y acetona, en proporcion 1:1:2, se logré la mejor separacion de los

compuestos presentes en la muestra, de manera que, al exponer la placa a luz UV a diferentes
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longitudes onda se logro observar diferentes puntos fluorescentes que representan la muestra, tal

como se evidencia en la llustracion No. 43.

(A) (B)

llustracion No. 43 A) Cromatografia en Capa Fina, revelado camara UV-Vis a 320 nm. B) Cromatografia en Capa
Fina, revelado en cdmara Uv-Vis a 360 nm.

Por ultimo, se revelo la placa con yodo, tal como se aprecia en la ilustracién No.44, se

evidencio una coloraciéon en la marcacion 1 — 2 — 3.

lustracion No. 44 Cromatografia en Capa Fina, revelado con vapor de Yodo resublimado.
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Como las manchas que indicaron presencia de alcaloides quedaron muy en la parte
superior, se decide cambiar la polaridad de la fase mévil en la CCF utilizando como eluyente
hexano, butano y tolueno; se observaron algunas lineas a lo largo de la placa al llevarla a la luz
UV, Seguidamente se eligieron dos manchas de la placa cromatogréfica, que son las que estaban
mas aisladas del resto, lo que hace deducir que eran las mas purificadas, estas fueron raspadas y
pasadas a viales a través de un papel filtro, adicionandoles cloroformo para eliminar el exceso de
silicagel, purificando netamente el extracto alcaloidal. De las dos muestras obtenidas, se procede
a realizar el proceso de identificacién mediante espectroscopia UV — VIS (ultravioleta — visible),
que implica la emisidn de fotones en esta regidn del espectro electromagnético. En este caso, se
utilizé un rango de 1100 nm a 190 nm en 1 ciclo; normalmente esta espectrometria puede
realizarse hasta 3 ciclos. A continuacién, se daran a conocer los resultados de la espectrometria
de las 2 muestras correspondientes.

Por medio de la llustracion No. 45, se relaciona en (A) la placa de Cromatografia de Capa
Preparativa que periti6 aislar los compuestos, y en (B) se aprecia el espectro obtenido por medio
del espectrofotémetro, indicando unos picos de méxima absorbancia de la muestra presente en

276 nm, 413 nm, y 666 nm.

Franja 1

lustracion No. 45 A) Cromatografia en Placa Preparativa, revelado en camara UV a 302 nm. B) Espectrograma de
la muestra indicando picos de maxima absorbancia a 276 nm, 413 nm y 666 nm.
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Por medio de la llustracion No. 46., se aprecia la segunda banda de importancia en la
cromatografia en capa preparativa, la cual se aisld y se llevo a espectroscopia UV-Vis,

obteniendo un pico de maxima absorbancia en 273,10 nm.

Franja 2

lustracion No. 46 A) Cromatografia en Placa Preparativa, revelado en cdmara UV a 365 nm. B) Espectrograma de
la muestra indicando picos de maxima absorbancia a 273 nm.
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6. Andlisis de Resultados

Por medio de los resultados obtenidos en la tabla No. 33, producto de la realizacion de las
pruebas cualitativas, se logrd verificar que, algunos de los reactivos empleados permiten la
identificacion de alcaloides en general, y otros que detectan grupos de alcaloides con una
estructura determinada comun y asi como especificos para un alcaloide concreto, por lo que se
identifico positivo para alcaloide en dos pruebas (Wagner y Dragendorf) y negativo en una
(Mayer), dado que tal como afirma Palacios Palacios (2013) esta identificacion se basa
generalmente en la combinacidn de alcaloides con metales, que para el caso del Reactivo de
Mayer (mercuriyoduro potasico), teéricamente reacciona generando un precipitado blanco, o
amarillo claro que es una sal compleja, se obtuvo una reaccion negativa, ya que se obtuvo un
color verde oscuro; respecto a la prueba con Reactivo de Wagner (yodo-yoduro de potasio) se
consider0 positiva la reaccion del extracto con el compuesto generando un color marrén; y por
altimo el reactivo de Dragendorff (yodobismuto potésico) que relativamente daria un color
naranja, dando un resultado positivo dada la formacidn del respectivo complejo coloreado. Estas
reacciones son posibles ya que segun Chavez Gonzales y Gutiérrez Condori (2013) “las técnicas
de reconocimiento son basadas en la capacidad que tienen los alcaloides en estado de sal
(extractos acidos), de combinarse con el yodo y metales pesados como bismuto, mercurio,
tungsteno formando precipitados”; estos ensayos preliminares se pueden realizar en el
laboratorio o en el campo. Debido a la similitud estructural a otros metabolitos secundarios se
hacen varias pruebas cualitativas para obtener mayor seguridad en la muestra de los posibles
alcaloides presentes en el extracto vegetal.

Posteriormente, al ser posible el hallazgo de alcaloides en dicho extracto, tal y como lo

afirma Castafieda Gomez, Morales y Valderrama (2018) “Se logro identificar la variedad de
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metabolitos secundarios presentes en E. pittieri, mediante las distintas pruebas cualitativas. Por
lo tanto, alcaloides, terpenos, flavonoides, esteroides, cumarinas y azucares reductores dieron
positivo en los extractos de esta pteridofita”. Es por ello que se procedi6 a purificar los diferentes
componentes presentes en la muestra a través de técnicas cromatograficas, en especifico una
cromatografia en capa fina, tal como se evidencio en la llustracion No. 43, la seleccion adecuada
de solventes junto a su proporcion permitio ver un niamero mayor de machas en la cromatoplaca,
ya que tal como afirma Abbott y Andews (1970) en la cromatografia en capa fina, el grado de
elucion de las sustancias depende tanto de su propia polaridad como de la polaridad del eluyente
utilizado. Frente a la cAmara de luz ultravioleta fue posible la apreciacién de colores fucsias, que
dan el aseguramiento atin mayor del encuentro de alcaloides en esta especie, como se ve en la
siguiente imagen de un aislamiento de Efedrina y otros metabolitos de distintas especies
vegetales. Las placas presentadas en la llustracion No. 47, pertenecen a Rodriguez Pava, Zarate

Sanabria y Sanchez Leal (2017).

i P1: Flavones

Cromatografias reveladas leidas en luz U.V. (365 nm) A. Alcaloides. B. Flavonoides. C. Saponinas. D.
Triterpenos. P: Control 1: Sambucus nigra hojas. 2: Sambucus nigra tallos. 3: Sambucus nigra flores, 4:
Sambucus nigra zumo. 5: Eichhornia crassipes hojas. 6: Eichhornia crassipes tallos, 7: Bauhinia sp. tallos, 8:
Bauhinia sp. hojas, 9: Taraxacum officinale hojas, 10: Taraxacum officinale tallos.

lustracion No. 47 Capas cromatograficas en cAmara de luz ultravioleta. Tomado de (Rodriguez Pava, Zarate
Sanabria, & Sanchez Leal, 2017, p4g. 123)
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Luego, al observar el comportamiento de estos compuestos en el espectrometro UV-VIS
fue posible observar los diferentes maximos de absorcion que poseen las dos muestras extraidas
de la placa cromatogréfica (llustraciones No. 45 y 46). Observando los resultados obtenidos en la
espectroscopia UV-VIS de cada una de las muestras y teniendo en cuenta a Morales Le6n, Arias
Cedefio, Torres Rodriguez, Alarcon Zayas y Sariego Tamayo (2017) donde menciona que “En el
espectro UV de F4 aparecen 13 maximos de absorcion con distintos valores de absorbancia, por
tanto, puede ser una mezcla de varios compuestos” (pag. 449).

Por otro lado, Morales et al., (2017) plantea que en el espectro estan delimitadas 2 areas de
absorcion, una entre 196 y 422 nm con 4 picos principales ubicados de la zona de absorcién de
los flavonoides; y la otra entre 522 y 850 nm, con un pico de absorcion intenso a 666 nm.

Considerando el resultado del tamizaje fitoquimico, esta sefial pudiera corresponder a una
cumarina muy conjugada Morales et al., (2017) pues presenta un corrimiento batocromico que
puede estar relacionado con efectos combinados de dobles enlaces adicionales, sustituyentes
como el -NH2, efectos del solvente y condensacion.

Abs Abs
4439 i " i 4.439
F4

Fs
3473 3473

25071 2507

1540

1.540 w\/
0.574 L 0.574 ]l

—

0.393 * (nm)
190.0 332.0 4740 616.0 758.0 500.0

0.393 % (nm)
190.0 332.0 474.0 616.0 758.0 500.0

llustracion No. 48 Espectros UV de las fracciones antibacterianas. Tomado de (Morales Ledn, Arias Cedefio,
Torres Rodriguez, Alarcén Zayas, & Sariego Tamayo, 2017, pag. 450)

De esta forma se puede deducir que la muestra 1 es una mezcla de varios compuestos

debido a que aparecen tres maximos de absorbancia en el espectro UV-VIS. Asimismo, la

242



muestra 2 es un posible alcaloide, comparando el comportamiento del posible alcaloide

encontrado en esta muestra con la imagen del alcaloide aislado de Lupinus ballianus por (Fuertes

, Roque, & Tristan, 1997).

om m

i) X Hw n un W Ll Ll

Amn

lustracion No. 49 A) Alcaloide aislado de Lupinus ballianus, tomado de Fuertes. 1997. B) Espectro de posible
alcaloide presente en Eupodium pittieri.

243



7. Conclusiones.

Se logré verificar que por medio de las pruebas cualitativas se puede lograr la
identificacion preliminar de alcaloides, pero no permiten determinar la naturaleza quimica del
alcaloide ya que se necesitan métodos mas especificos, por lo tanto, solo se puede determinar si
existe presencia 0 no de este metabolito, ya que a partir de este tipo de reacciones, se logro
determinar la presencia de alcaloides en el extracto de Eupodium pittieri, obteniendo un
resultado positivo con el reactivo de Wagner (precipitado café) y Dragendorff (precipitado
anaranjado) Los resultados del analisis realizado a la placa cromatografia preparativa se
permitieron evidenciar la presencia de alcaloides en la muestra 2 de la misma

Se reconocid que para poder aislar de manera segura alcaloides, se debe utilizar
compuestos que tengan poca polaridad en este caso se utilizé hexano, butano y tolueno, ya que,
estos compuestos son poco polares y permiten una mejor separacion en la placa cromatogréafica.

Por medio del desarrollo de la experiencia, se identifico que una parte de las estrategias
metodoldgicas para la identificacion de alcaloides se resumen en recoleccion, pruebas
cualitativas, aislamiento por cromatografia e identificacion por técnicas espectroscopicas, ya que
con ello se confirma la presencia de estos metabolitos secundarios.

Es importante como docentes del area de Ciencias Naturales aprender para compartir este
aprendizaje con el alumnado sobre los metabolitos secundarios, ya que, son la parte teéricamente
menos fundamental en tanto a funcionalidad en el organismo, pero, observando desde el &mbito
de la medicina y la farmacologia, estos compuestos y su estructura hacen que el ser humano se
interese por el beneficio que traen estos a la vida siempre y cuando se utilicen con sabiduria y

por un bien comun.
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1. Introduccion

El ser humano como parte integral de nuestro planeta y una especie més en ella, ha
dependido de la coaccidn con otras especies naturales para sobrevivir, este tipo de relaciones de
uso ha ayudado a crear diferentes actividades como la agricultura, mineria y medicina. Es alli
donde gracias a la quimica de las plantas (fitoquimica) y a la obtencién de los metabolitos
secundarios que son de gran importancia en la industria farmacéutica, debido a sus caracteristicas
beneficiosas en la salud, se ha creado este trabajo para generar aprendizaje sobre el aislamiento e
identificacién de metabolitos secundarios (Terpenos y/o esteroides) cualitativamente en las
especies vegetales Eupodium Pittieri y Vittis Tilifolia.

En el presente proyecto se determinaran la presencia de terpenos y esteroides presentes en
la Vitis tiliifolia (Agraz), y en el helecho Eupodium Pittieri mediante pruebas de extraccion,
determinacion de metabolitos secundarios de la planta y su aislamiento e identificacion posterior
el cual constd de varias etapas metodologicas.

En el presente documento se incluye la etapa de planteamiento de la propuesta
investigativa, en donde se definieron aspectos como el marco tedrico, problema de investigacion
junto a la respectiva pregunta problema y objetivos, por medio de lo anterior, se ejecutd la
respectiva etapa de muestreo previamente realizada en el municipio de Acevedo de donde se
extrajo el helecho; en la etapa de laboratorio se realizo la extraccion de los metabolitos, las
pruebas cualitativas y su posterior aislamiento e identificacion mediante técnicas cromatogréaficas
e identificacion por medio de espectroscopia Uv-vis. Realizando de esta manera una ruta
metodoldgica sencilla que permitid evaluar la presencia de estos metabolitos e identificar

aspectos relacionados a la naturaleza de los mismos.
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2. Planteamiento del Problema

Dentro del campo de la ecologia, es importante identificar cualitativamente los metabolitos
secundarios que genera una planta para conocer la relacion que tiene con el ecosistema, siendo
estos compuestos esenciales para algunas funciones especificas en el organismo que las produce,
y las cuales también pueden poseer utilidad para el ser humano, y que permite evidenciar la
diversidad quimica de las especies vegetales de nuestra regién haciendo uso de la investigacion
fitoquimica.

Teniendo en cuenta la gran diversidad vegetal desconocida en su mayoria en nuestro
departamento y el potencial uso de esta para multiples sectores humanos incluyendo la
farmacologia y estética, se plantea en este proyecto evaluar algunos metabolitos secundarios, los
terpenos y esteroides, de dos especies vegetales, los cuales hacen parte importante de las plantas
en cuestion (el helecho Eupodium pittieri y el agraz Vitis tiliifolia) esto debido a la poca
informacion cientifica relacionada con estas dos especies; de esta forma a traves del desarrollo de
la presente propuesta investigativa se plantea aprender de manera experimental, la identificacion
cualitativa de metabolitos secundarios presentes en especies vegetales de nuestra region,
determinando asi la presencia de terpenos y/o esteroides en Eupodium pittieri y Vitis tilifolia.
Con base en las anteriores consideraciones los autores de la presente propuesta formulan la
siguiente pregunta de investigacion:

¢Qué técnicas experimentales permiten identificar y aislar los terpenos y/o esteroides de

Eupodium pittieri y Vitis Tilifolia?
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3. Marco Tedrico

La fitoquimica es aquella parte de la quimica que trata acerca de los productos naturales,
los cuales son de origen organico e inorganico y se hallan en la naturaleza, pueden ser aislados o
procesados por el hombre, son importantes dado que muchos medicamentos o drogas se han
obtenido de ellos. Estos productos como su nombre lo indica provienen de las plantas, las cuales
producen dos tipos de metabolitos los primarios (moléculas fundamentales para la vida del
organismo) y los metabolitos secundarios (sintetizados a partir de los primarios), estos ultimos
cumplen una funcion especifica en el organismo que los produce.

Los compuestos quimicos sintetizados por las plantas que no son esenciales en ellas, por lo
tanto, su ausencia no es letal para el organismo, por lo que segun Sepulveda, Torres, Sandoval,
Martinez y Chan (2018) “los metabolitos secundarios tienen diversas funciones relacionadas con
las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente” (pag. 81), principalmente se encuentra
la defensa de las plantas contra aquellos depredadores, de manera que actllan como atrayentes o
repelentes de los animales.

Los metabolitos secundarios han tenido una gran influencia para el aprovechamiento por
distintas actividades humanas, es de esta manera que como afirma Gonzalez (2011) “estos
compuestos pueden ser utilizados en estudios taxondmicos (quimiosistematica)”, resaltando un
ejemplo clasico como las antocianinas y batalainas, dado que estos metabolitos no se ven
conjuntamente en una misma especie vegetal, la presencia o ausencia del uno u otro indica la
naturaleza quimica de la especie vegetal en si. Por otra parte, vale la pena resaltar que los
metabolitos secundarios vegetales presentan un gran valor desde el punto de vista social y
econdmico, es por esta razon que la fitoquimica se relaciona con el anlisis e identificacion de

metabolitos y su aplicacion en la salud humana.
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3.1  Tipos de Metabolitos Secundarios:

Segun Milian Dominguez, Iglesias Monroy y Valdés Hernandez (2017) “Los metabolitos
secundarios de las plantas pueden ser divididos en 3 grandes grupos, en base a sus origenes
biosintéticos”. El primer grupo se encuentra Los terpenoides, estos, son derivados del compuesto
IPP (Isopentenil difosfato o "5-carbono isopentenil difosfato), los cuales se pueden forman por la
via del &cido mevalonico, de igual manera, se puede mencionar que son un grupo grande de
metabolitos con actividad bioldgica, y se encuentran estan distribuidos ampliamente en las
plantas con funciones ya sean fisiolégicas o con el proposito de formar aceites esenciales. Milian
etal., (2017)

El segundo grupo esta conformado por los Compuestos Fendlicos como los
fenilpropanoides; se conocen mas de 8000 compuestos fendlicos los cuales estan formados o
provienen de la via del acido shikimico o de la via del malonato/acetato Milian et al., (2017).
Finalmente, el tercer grupo se encuentran los Compuestos nitrogenados o alcaloides, de los
cuales existen alrededor de 12000. Estos se caracterizan por tener uno 0 mas atomos de
nitrogeno, y son biosintetizados principalmente a partir de aminoacidos. De acuerdo a lo
planteado por Milian et al., (2017) “Los alcaloides poseen una gran diversidad de estructuras
quimicas, son fisiologicamente activos en los animales, aln en bajas concentraciones, por lo que
son muy usados en medicina. Ejemplos conocidos son la cocaina, la morfina, la atropina...”,
entre otros.

Tomando en cuenta el primer grupo, encontramos los terpenos y esteroides, los primeros
segun Porter y Spurgeon, (1981) citado en (Pala Paul, 2002, pag. 28) son llamados también

“isoprenoides 0 mas conocidos como terpenoides o terpenos, son un grupo de productos
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naturales que incluyen todas aquellas sustancias quimicas que derivan biosintéticamente del
acido mevalonico (AMV) y que origina el isopentenil pirofosfato”. Por su parte autores como
Wallach (1987) citado en (Pala Paul, 2002) “propuso la clasificacion de este grupo de
compuestos atendiendo al nimero de &tomos de carbono de estos”, tal como se ilustra por medio
de la Tabla No.34. Actualmente esa clasificacion es reconocida a nivel mundial y seguida por

cuantos trabajan con terpenoides.

Tabla No. 34 Clasificacion de terpenos. Tomado de (Wallach , 1987) citado en (Pala Padl, 2002)

Grupo No. De atomos de Carbono No. De unidades de isopreno
Hemiterpenos 5 1
Monoterpenos 10 2
Sesquiterpenos 15 3

Diterpenos 20 4
Sesterpenos 25 5
Triterpenos 30 6
Tetraterpenos 40 8
Politerpenos Sn n

Dentro de la estructura quimica de estos compuestos, Pala Paul (2002) hace referencia que
“la unidad estructural basica de los terpenoides es el isopreno, constituido por cinco atomos de
carbono” (pag. 30). Su unidn sucesiva da lugar a los diferentes tipos de terpenos normalmente
conocidos. De esta forma Pala Paul (2002) rescata que “los compuestos con un sélo isopreno son
los hemiterpenos (C5), monoterpenos los de dos (C10), sesquiterpenos los de tres (C15) y asi
sucesivamente”. De igual forma, se habla de terpenos “regulares” e “irregulares” dependiendo
del origen del enlace en el que se procede la formacidn de los atomos de carbono.

De manera general, Ch y Lock (2001) citado en (Ochoa Amado & Sarmiento Mora, 2018,
pag. 21) mencionan que “los triterpenos son terpenos con seis unidades de isopreno, pueden ser
tetraciclicos o pentaciclicos con grupos hidroxilo, cetona, aldehido o &cido carboxilico. Por otro
lado, es importante destacar la funcion de los esteroides, ya que segin Ege (1998) citado en

(Ochoa Amado & Sarmiento Mora, 2018) “Los esteroides son derivados de triterpenos con una
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estructura tetraciclica que consta de tres anillos de seis miembros y un anillo de cinco miembros
todos fusionados”.

Ahora bien, respecto a los triterpenoides y esteroides, Pergaud y Kuete (2013) citado en
(Ochoa Amado & Sarmiento Mora, 2018) afirman que de manera farmacoldgica estos
compuestos “han sido estudiados por su actividad citotdxica, actividad antimicrobiana,
anticonceptiva y antiinflamatorios”, es de esta manera que muchas plantas contienen metabolitos
secundarios que pueden ser fundamentales para la salud humana por sus caracteristicas, de ahi
que la fitoquimica tenga su campo de accién y empiece a estudiarlas obteniendo estos principios
activos con base en una metodologia aplicada a la determinada especie vegetal, que para el
presente caso son las especies vegetales, la Vitis tiliifolia (El agraz, familiar de la uva) y un
helecho Eupodium Pittieri.

3.2  Descripcion de la Especie Eupodium pittieri:

Dentro de este aspecto, Méndez y Murillo (2014) mencionan que “es una planta terrestre
con rizoma carnoso, erecto; rizomay base del peciolo cubiertos con dispersas a abundantes
escamas lineares, hasta ca. 7 mm de longitud, margen denticulada” (pag. 132). De igual forma es
importante destacar que esta especie presenta hojas dimorficas, peciolo, con un par de estipulas
en la base, de manera elipticas, lamina tripartida... sus esporangios se encuentran fusionados en
sinangios abaxiales, elipsoides, pedunculados, dehiscentes en dos valvas; esporangios con
dehiscencia longitudinal (Méndez & Murillo, 2014, pag. 132).

Respecto a su distribucidn, el helecho es una especie neotropical, en Colombia, de acuerdo
(Méndez & Murillo, 2014) se encuentra principalmente en la region Andina entre los 1400 y

3000 m de altura, el individuo recolectado fue encontrado en Acevedo Huila.
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3.3 Taxonomia

Los aspectos relacionados a este item se encuentran consignados en la Tabla No. 35.

Tabla No. 35 Clasificacion taxonémica de la especie sometida a estudio Eupodium pittieri. Tomado de: Colecciones
Cientificas del Instituto de Ciencias Naturales (ICN) de la Universidad Nacional de Colombia, por (Hagemann,

2012).
Reino Plantae
Phylum Pteridophyta
Clase Marattiopsida
Orden Marattiales
Familia Marattiaceae
Género Eupodium
Epiteto especifico Pittieri
Autor (Maxon) Christenh.
Fecha determinacion 1 de agosto de 2011

lustracion No. 50 Hoja y tallo de la especie E. pittieri. Tomado de Herbario JBB en linea (2015).

3.4  Descripcion de la Especie Vitis tiliifolia

El género Vitis contiene unas 60 especies de plantas de las que su fruto, la uva, tiene una
importancia magnanima desde la Antiguedad (BioEnciclopedia, 2016). El agraz (Vitis tiliifolia)
es una planta nativa de Colombia que se encuentra entre los 40-1900 m en departamentos como
Antioquia, Caqueta, Chocd, Huila, Magdalena, Putumayo y Santander. (Bernal, Galeano,
Rodriguez, & Sarmiento, 2011)

Segun Chizmar Fernandez (2009) “el agraz es una planta nativa que crece en los bosques

secos, bosques humedos a muy humedos, en elevaciones de 100-1300m”. Se distribuye
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geogréficamente desde el Sur de México y las Antillas, hasta Colombia; también se puede
encontrar frecuentemente en el dosel, en los bordes de los claros, y a lo largo del margen de los
lagos y los rios. Las Flores y frutas se presentan durante todo el afio, principalmente durante las
estaciones lluviosas secas y tempranas (Croat, 1978).

Vitis tiliifolia, es utilizado en los paises donde se encuentra basicamente para el
aprovechamiento de su fruto, y segun el pais y region recibe diferentes denominaciones, en el
caso de nuestro pais recibe el nombre de Agraz en departamentos como Chocé y Huila, y otros
como uva de monte, uva cimarrona, uva de playa, uva silvestre, parra de monte, fuente y bejuco
de agua (Bernal, Galeano, Rodriguez, & Sarmiento, 2011). La planta posee dos usos principales

uno a nivel alimenticio y otro medicinal. La morfologia de la especie vegetal se evidencia en la

llustracion No. 51.

llustracion No. 51 Detalle de la planta (hojas y tallo) (A) y fruto inmaduro (B) de Vitis tiliifolia. Tomado de
(Naturalist, s.f.)

255



4. Objetivos
4.1  Objetivo General

e Aislar e Identificar algunos terpenos y/o esteroides de la especie Eupodium pittieri y Vitis

tilifolia.

4.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la presencia de terpenos y esteroides de las especies vegetales Vitis tiliifolia y
Eupodium pittieri utilizando pruebas cualitativas

e Aislar los metabolitos y purificarlos mediante las técnicas de cromatografia en capa fina.

e Identificar los metabolitos aislados por medio de espectroscopia ultravioleta
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5. Metodologia

5.1  Muestreoy Preparacion del material

El material vegetal (Fruto en el caso del agraz y frondes en el caso del helecho) se
colectaron en dos localidades diferentes en horas de la mafiana, la primera en la Reserva de la
cuenca del Rio Las Ceibas en Neiva y la segunda en la vereda Copalito, finca La Esperanza del
Municipio de Acevedo, ambos en el departamento del Huila, para ello se contd con asesoria de la
profesora Hilda Duefias, directora del herbario SURCO de la Universidad Surcolombiana, se
identifico la especie; para la obtencion del extracto del agraz se eligieron frutos sanos sin ningin
dafio aparente y para el helecho frondes jovenes.
5.2  Secado, Macerado y Extraccién de los Metabolitos

Una vez colectado el material (Fruto y frondes segun el caso), se macero, se filtro y
posteriormente se guardd en beakers (llustracion No. 52), luego se realizé la obtencion del
extracto por medio de solventes organicos (hexano, cloroformo, butanol y metanol) de acuerdo

con el orden de polaridad (llustracion No. 53). Posteriormente, el disolvente organico se removio

mediante rotaevaporacion, tal como se evidencia por medio de la llustracién No. 54.

lustracion No. 52 Maceracion y filtracion del fruto de agraz (A) y de las frondes del helecho (B)
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llustracion No. 53 Obtencion del extracto del agraz (A) en butanol, hexano y cloroformo; y del helecho (B) en
metanol

lustracion No. 54 Proceso de rotaevaporado de los extractos vegetales para obtenerlos secos.

5.3  Pruebas cualitativas para la determinacién de la presencia o ausencia del metabolito
secundario (Terpenos y esteroides)

Para determinar la presencia de Terpenos y esteroides en los diferentes extractos se
realizaron las siguientes pruebas cualitativas mediante el empleo de reactivos especificos, tales

como:
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53.1 Reaccion de lieberman-burchard: Se colocé 0,5 ml de cada extracto en un crisol
0 tubo de ensayo, se dejo evaporar hasta sequedad, se dejo enfriar y se adicionaron 2 gotas de
cloroformo, luego se adicion6 en cada tubo de ensayo gotas de Anhidrido acético seguidos por
una gota de acido sulfdrico concentrado; se observo la coloracion de cada tubo

5.3.2 Reaccion de salwoski: 0,5 ml del extracto en tubo de ensayo se mezclaron con 1
mL de cloroformo, dejando también deslizar por las paredes del tubo con sumo cuidado 1 mL de
acido sulfurico del 85%. Se observo la coloracion de cada tubo.

5.3.3  Reaccion de zlatkis: En un tubo de ensayo o vidrio de reloj, se adicion6 0,5 mL
del extracto con una gota de acido acético glacial, una de cloruro férrico y una gota de acido
sulfarico concentrado, se observo también la coloracion.

Después de la realizacién de estas pruebas cualitativas se confirmo la presencia o ausencia
de los terpenos y esteroides, y con base en esto se procedio al fraccionamiento cromatografico.
5.4  Purificacion del extracto: Fraccionamiento Cromatogréafico

Los extractos se fraccionaron por medio de cromatografia en capa fina, dado que
inicialmente se necesitaba conocer la polaridad para hacer correr los terpenos y de igual manera
realizar su respectivo revelado, por tal motivo se hizo una miniplaca con revelador de Lieberman
mezclando 3 mL de cloroformo, 0,5 mL de anhidrido acético y 2 gotas de H2SOs4, al comprobar
un revelado positivo de terpenos, se realizé una Cromatografia de Capa Fina a nivel preparativo
para cada extracto combinando 15 mL de Acetato de etilo con 15 mL de acetona Proporcion
(1:1), esta fue la fase movil de la cromatografia, y la fase estacionaria fue la silica gel; se esperd
a que cada placa corriera, y haciendo uso de ldmpara de UV se definieron las zonas de
corrimiento, de esta forma se siguid la pista al revelado de terpenos con el reactivo y el Uy,

pasando asi a extraer de la placa el componente.

259



Una vez sefialadas las fracciones, se rasparon con microespatulas, este contenido fue
filtrado con papel Whattman N. 2 dentro de un beaker, y se le agregé metanol para disolver la
fraccion pura y separarla de la silica gel, la cual debia quedar en el papel filtro, se hicieron varios
lavados para asegurar que no quedara el compuesto en la silica gel y también se decantd, este
contenido se paso a viales que fueron previamente lavados, secado y masados; el evaporamiento
del metanol se realiz6 por medio del calentamiento de plancha a una temperatura inferior a 50°C
durante un dia 0 mas.

55 Identificacion de la fraccion: Espectrofotometria de Uv

Una vez se obtuvo el extracto seco o en metanol, este paso a inyectarse en el
espectrofotdmetro, teniendo en cuenta que el blanco fue el metanol, obteniéndose asi los
espectros para cada uno, los cuales fueron comparados con bases de datos de espectros para
poder dar una aproximacion al tipo de molécula estudiada sentando los precedentes acerca de la
naturaleza de los compuestos que tenian las plantas analizadas.

5.6 Inferencia del metabolito con base en las pruebas de actividad bioldgica

La ultima parte del procedimiento consistié en evaluar de forma teorica el metabolito

encontrado con base en las pruebas de actividad bioldgica, deduciendo cual seria la mejor a

aplicar en el caso de los terpenos o esteroides y explicando el porqué del mismo.
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6. Resultados

A continuacion, en la Tabla No. 36, se presentan los resultados obtenidos para el Agraz y
el Helecho con base en las pruebas cualitativas para terpenos y esteroides. Cabe destacar que
para el agraz se tienen 3 extractos (Butanolico, hexano y cloroférmico) mientras que para el
Helecho se tuvo solo uno (Metandlico)

Tabla No. 36 Pruebas cualitativas de Terpenos y Esteroides para los extractos de las plantas estudiadas
PRUEBA Extracto Hexanico Extracto Butandlico Extracto Extracto Metanélico Pruebas comparadas
del agraz del agraz cloroférmico del del helecho
agraz

Lieberman-
Burchard
</
v (‘0
. . Cambio de Cambio de Hay Esteroides en el
Cambi6 a Amarillo - L
s coloracién a azul coloracion a azul- Cloroformo, en el butanol
palido (+++) ‘.
o verde verdoso no se comprobo; en el
Resultado . Oscurecimiento, (-) hexano puede haber
Presencia de . -
triterpenos saturados (++_) (++-i_-) trlterpe_nos 0 esteroides es
- Presencia de Presencia de necesaria otra prueba para
0 esteroides . ] -
Esteroides Esteroides confirmarlo.
1 |
A
Reaccion
de
Salkowski
Hay presencia de
Coloracion amarilla interfase Rojiza 'y Coloracion roja
o roja (+++) Interfase Oscura coloracién (+++)
amarilla
Resultado Interfase rojiza Presencia de Terpenos Interfase rojiza Hay terpenos
- (+) ) -
Positivo a terpenos Presencia de Positivo a terpenos
terpenos
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Reaccion
de Zlatskis

\'i‘),w
Positivo Para el

Positivo para Estas pruebas nos

Colesterol por la Positivo para Positivo para - ?
; colesterol con el confirman la presencia de
presencia del color colesterol. colesterol por la :
Resultado rojo Cloroformo presencia de color terpenos y esteroides en las
' . muestras, en especial el
) (+++) rojo (+) colesterol
(+++) :

Tabla No. 37 Sintesis de Presencia / Ausencia de Metabolitos secundarios en los Extractos

. Extracto Hexanico  Extracto Butandlico Extr:a cto Extraf:t_o
Metabolito Aaraz Aqraz Cloroférmico Metandlico
g 9 Agraz Helecho
. . . Alta Presencia
Alta Presencia Baja Presencia Moderada Presencia (++4)
. (++++) (+) (+4)
Terpenos y Esteroides T
Triterpenos y Terpenos y ETpenos,
Terpenos y colesterol esteroides.
colesterol colesterol

Colesterol

6.1  Resultados cromatografia en capa fina, revelada en Uv.

Respecto al aislamiento de terpenos y/o esteroides, inicialmente se presenta las placas
cromatograficas elaboradas con el fin de identificar el tipo de polaridad que logra la mejor
separacion de los metabolitos, tal como se evidencia en las ilustraciones No. 55 y No. 56. Por su
parte se muestra el revelado de las placas en camara Uv-Vis para determinar el arrastre de los

compuestos, tal como se evidencia en la llustracion No. 57.
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llustracién No. 55 Cromatografia en capa fina de la muestra del helecho y agraz disuelta en cloroformo y con una
fase movil de 2 mil de: cloroformo, metanol y hexano.

llustracion No. 56 Cromatografia en capa fina del helecho y agraz revelada en yodo.

llustraciéon No. 57 Cromatografia capa fina del helecho y agraz, revelada en UV

Tal como se mencion0 anteriormente, estas pruebas se realizaron para saber el tipo de
polaridad que hay en las muestras y la verificacion de terpenos y/o esteroides, con esto se realiz6

de nuevo una cromatografia de capa fina por separado més grande para arrastrar todos los
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componentes presentes en las muestras, tal como se evidencia en la llustracion No. 58. Por
medio de la lustracion No. 59 se evidencia el revelado por medio de camara Uv-Vis, y, por
medio de la llustracion No.60 se muestra el proceso de raspado de la muestra para su separacion
de la fase estacionaria, para posteriormente realizar el filtrado y adicionando el respectivo

solvente, tal como se muestra en la llustracion No. 61.

_—

"3

lustracion No. 58 cromatografia en capa fina del Helecho.

lustracion No. 59 cromatografia capa fina del Helecho, revelada en UV. Para definir las zonas de corrimiento y
continuar con el procedimiento.

lustracion No. 60 Raspado de la fraccion de la cromatografia correspondiente a los terpenos.
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llustracién No. 61 Filtrado de la silica gel con metanol y calentamiento de la muestra.

Una vez secado el compuesto en el vial, se le agregé metanol y se pasé al equipo de
espectroscopia Uv-Vis, cabe destacar que el blanco de este UV fue metanol, de esta forma se
obtuvieron los respectivos espectros, los cuales se evidencian en las ilustraciones No. 62, No. 63

y No. 64

S UV WinLab [C:WVWINLAB\Quimica Gral\scan1.msc] - [Graph1]

e P 2 ) B A ]

Apscisser M
_1SAMIALSP 0470 A

1100.0 nm —.0133 A %

Instrument ready

# Inicio

llustracion No. 62 Espectros de absorcién en Uv para el helecho. Maxima absorbancia en 274,68 nm.
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S UV WinLab [C:\UVWINLAB\Quimica Graliscan1.msc] - [Graph1]
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lustracion No. 63 Espectros de absorcidn en Uv para el agraz en el extracto Hexanico. Maxima absorbancia

obtenida en (A) y (B) 272,93 nm.
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lustracion No. 64 Espectros de absorcion en Uv para el agraz en el extracto butanolico, fraccion 3. Maxima
absorbancia en 286,90 nm.
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7. Discusién de Resultados

De manera inicial, Es importante resaltar que hay adsorbentes que contienen un indicador
de fluorescencia para facilitar la identificacion de las muestras, ya que si no se usa indicador y
los componentes no son coloridos se requeriran otras técnicas (UNAM, 2010). En este orden de
ideas, vale la pena mencionar la importancia del revelador de Lieberman junto con rayos
ultravioletas con longitudes de onda de 320 y 340 nm, los cuales permitieron identificar cual de
las franjas proporcionada por cromatografia de capa fina, era el compuesto de interés, para este
caso terpenos y/o esteroides, de manera que, posteriormente se lograra realizar el debido
fraccionamiento de la muestra y aislar el compuesto como se muestra en la lustracion No. 60.
Por lo tanto, el reactivo Lieberman fue de gran ayuda ya que nos permite identificar la presencia
de terpenos lo que da un color rosa violacea, esto es debido “al grupo hidroxilo de colesterol al
reaccionar con los reactivos y el aumento de la conjugacion de la instauracion en el anillo
fusionado adyacente” (Sandoval , SlideShare, 2013)

Por su parte, es relevante el papel de la radiacion UV para la identificacion preliminar, tal
como afirma Espinosa Ipinza y Rivas Poblete (2011) dado que la fluorescencia visible inducida
por UV es una técnica que se utiliza para lograr identificar algunos compuestos quimicos, y, esto
es posible ya que “la radiacion absorbida por el material, los electrones son puestos de forma
temporal en un mayor estado de energia, esta energia liberada por los electrones” o fluorescencia
es la que nos permite apreciar la diferencia de colores segin el compuesto, estas diferencias de
color e intensidades fue la que permitid verificar exitosamente la presencia del compuesto
buscado (terpenos y/o esteroides) en la placa cromatografica preparativa, tal como se evidencio

en la llustracién No. 59.
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Seguidamente, se contrastaran los espectros obtenidos en laboratorio de algunos terpenos y
esteroides con lo plasmado de manera teérica. Teniendo en cuenta que nuestra muestra se
encuentra en un rango aproximado de 250 y 300 nm. Establecemos la comparacion con algunos
rangos similares.

Es de esta manera que, vale la pena resaltar lo afirmado por Martinez (2001) donde resalta
que en “el espectro UV los monoterpenos y sesquiterpenos se reconocen sus grupos funcionales
y grupos cromoforos, por lo general presentan méximos de absorbancia en 262 nm” (pag. 12).
Por su parte, este mismo autor enuncia que los fenilpropanos absorben luz UV con maximos
alrededor de 254 nm dependiendo de los grupos cromoforos presentes en la molécula, por lo que
algunos ejemplos particulares son el isoeugenol donde su méaximo esta entre 260 y 305, el safrol
en 286 nm la miristicina en 276 nm, el isosafrolen 264 nm, el acido trans-cinamico en 273 nm
(Martinez , 2001, pag. 22).

Con la anterior informacion, comparando el espectro obtenido por medio de la llustracion
No. 64 que corresponde con la fraccion 3 del extracto butanolico del Agraz, el maximo de
absorbancia obtenido de 286,90 nm coincide con lo afirmado por Martinez (2001) con la maxima
absorbancia para el safrol con un méximo de absorbancia de 286 nm.

Por su parte, respecto a la muestra obtenida del extracto del helecho Eupodium pittieri, el
espectro obtenido mediante la Illustracion No. 62, evidencia una méxima absorbancia de 274,68
nm, lo cual comparado con lo afirmado por Martinez (2001) de presentar terpenos la muestra, no
corresponde ni a monoterpenos ni sesquiterpenos, ya que supera los maximos de absorbancia
para estos compuestos, por lo que el compuesto aislado muy probablemente posea caracteristicas
de fenilpropanos con tendencia al eugenol, tal como muestra la Ilustracién No. 65, 0 a

isoeugenol, los cuales presentan maximos de absorbancia entre 260 nm a 305 nm.
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Eugenol

Uv/vis Spectrum

Logarithm epsilon

Wavelength (nm)

lustracion No. 65 Espectro UV del eugenol ampliado. Tomado de (NIST, 2016)

Por otro lado, se pudo evidenciar una separacion de los compuestos a través de la
cromatografia de capa fina como se muestra en la Figura 10. Pues segin Abbott y Andews
(1970) todas las técnicas de cromatografia dependen de la distribucion de los componentes de la
mezcla entre dos fases inmiscibles: una fase maévil (Cloroformo para nuestro caso) que transporta
las sustancias que se separan y que progresa en relacion con la otra, denominada fase
estacionario. Ahora la cromatografia de capa fina nos permite que partir del eluyente, este
ascendera por capilaridad, por la placa y arrastrara los componentes a lo largo de esta,
dependiendo de la polaridad de cada uno por lo que nos produce unas manchas como se muestra

en la llustracién No. 60.
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8. Conclusiones

Se logrd verificar la presencia de terpenos y esteroides en ambas especies vegetales, siendo
mas indicativas en el helecho segun lo obtenido por medio de las pruebas cualitativas empleadas,
con esto se demostrd que este tipo de pruebas (Liebermang, Salwoski y Zlatskis) son pertinentes
para estos tipos de compuestos y se pueden emplear en la investigacion de especies vegetales
para determinar la diversidad quimica de estas.

Se logro aislar y purificar terpenos y/o esteroides presentes en las especies vegetales de
estudio por medio de cromatografia en capa fina, debido a la poca cantidad del extracto se debid
reconocer la polaridad indicada para una correcta separacion de los compuestos presentes y asi
mismo emplear el revelador adecuado para el reconocimiento de un grupo especifico que
permitio verificar la presencia del metabolito en cuestion, por esta razon para el caso del helecho,
se obtuvo solo una fraccion de la mezcla del extracto la cual paso al UV donde se confirmo la
similitud de la muestra con terpenos y esteroides.

Por Gltimo, la espectroscopia Uv permitio realizar una aproximacion al tipo de terpeno o
esteroide que podia ser teniendo en cuenta un referente tedrico, este tipo de técnica permite
comparar las bandas de absorcion y a partir de esto identificar la naturaleza del compuesto

presente, que para el presente caso dio similar a compuesto de tipo Eugenol.
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Anexo No. 8. Articulo “Analisis fitoquimico preliminar del helecho Eupodium pittieri
empleado para el crecimiento del vello facial en Acevedo (Huila) y su evaluacion de

toxicidad sobre Artemia salina” Revista Educacién y Ciencia. No. 21. Aiio 2018.
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RESUMEN

Eupodinm  pittieri es un helechode la familia
Marattiaceae (pteridofita), cuyomaterial vegetal en
estado joven es empleado para el crecimiento del
vello facial en el municipio de Acevedo, Huila.
Siendo, esta planta empleada por la comunidad
huilense para potenciar dicha actividad, en la
actualidad, se carcce de suficientesy relevantes
soportes cientificos acerca de su toxicidad y
diversidad metabélica. Fin esta investigacion se
realizéel anilisis fitoquimico preliminar de la
especie, a través de la caracterizacion de los

Educacién y Ciencia Numero 21— 2018

metabolitos  secundariosde los  extractos
hexanico, cloroférmico y metandlico.lLas
pruebas cualitativas permitieron establecer la
presencia de flavonoides, saponinas, terpenos
y/o esteroides y alcaloides en los extractos.
Adicionalmente, se realiz6 la prueba de
toxicidad de los crudoscon nauplios de Aremia
salinademostrandose  la  baja  toxicidad del
helecho sobre el crusticeo.

Palabras clave: Eupodium pittiers, toxicidad,
metabolitos secundarios, Artemia salina.
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Analisis fitoquimico preliminar del helecho Eupodium pittieri

plead to del vello facial

paracl cr

en acevedo (huila) y su evaluacion de toxicidad sobre artemia salina

INTRODUCCION

Segin Budzikiewicz, H., Pereda — Miranda, R.,
Rosas — Ramirez, D. Castafieda, J. (2010), afirman
que la obtencién de productos naturales a partir de
la investigacion de especies vegetales ha permitido
conocer la quimiotaxonomia de muchas plantas
como una forma de clasificacion. En este sentido,
Lupodium pittiers, es un helecho perteneciente a la
familiaMarattiaceae  (pteridofita)  que  sucle
encontrarse al interior de bosques maduros, sitios
sombreados y himedos de la regién andina. En el
marco de la medicina tradicional de la comunidad
del municipio de Acevedo (Huila), esta especie se
emplea para estimular el crecimiento del vello facial.
Dentro de la literatura cientifica, son escasas las
investigaciones fitoquimicas orientadas a esta
especie, sin embargo, se resalta el trabajo realizado
por Ruiz y Silva, (1999),quicnes describen los
metabolitos secundarios presentes en la flora
vascular presente en el archipiélago Juan Fernandez
en Chile.

Las investigaciones realizadas ultimamente, han
permitido reconocer la variedad de metabolitos que
pucden ser hallados en especies cercanas a la de
estudio, destacando el aporte realizado por Cabrera,
J. (2014), donde indica la presencia de metabolitos
que poscen importancia a nivel medicinal para cl
control de la diabetes. Por su parte, Lopez, A.
Velez, M. Sanchez, M. Bonilla, C. Gallo, P. (2006),
comprucban que cxiste comprobacion de la
actividad antifingica de los extractos de P. aguilinum
en cultivos de fresa y banano.

Por otra parte, Torres, L. Tapia, M. Contreras, A.
(2005), enuncian que particularmente muchas
especies vegetales pueden causar reacciones
adversas a quienes las emplean, por tal motivo, se
lleva a cabo evaluaciones con el propésito de
determinar, aparte de su accién farmacoldgica, la
toxicidad que presentan las plantas con aplicacién
medicinal.

La especic Artemia salina 1. cs un camar6n
minusculo de cuerpo blando, color pardo y con
cierta transparencia a la luz. Los aportes realizados
por Pérez, O. Lazo, F. (2010), rclacionan Ia
importancia del bioensayo con esta especie, la cual
se basa en la posibilidad de causar la muerte de
nauplios de este crusticco que pueden ser
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cultivados de manera sencilla. Durante mucho
tiempo, esta especic ha sido objeto de estudios
toxicolégicos  caracterizando su  fiabilidad 'y
practicidad para la determinacién de compuestos
naturales y sintéticos.

METODOLOGIA

Caracteristicas del Area y Colecta del material

La colecta de material vegetal del helecho Eupodinm
pittieri se realiz6 en Enero de 2018, en el municipio
de Acevedo, Huila (1,724522,-75.962772). La
colecta tuvo lugar en horas de la mafiana, tomando
helechos  jovenes, particularmente,las  frondes.
Posteriormente,la muestra fue secada a la sombra y
pulverizada en una trituradora forrajera TRE 60.

Obtencion de los extractos

600 g de material vegetal pulverizado se maceraron
exhaustivamente con hexano por tres dias a
temperatura ambiente, luego con cloroformo y
finalmente con metanol. Después de cada
extraccion, los extractos se filtraron y  se
rotaevaporaron, para dar residuos de color oscuro.

Pruebas Quimicas

Se realiz6 la evaluacién cualitativa a los extractos
secos (hexanico, cloroférmico y metandlico), para
detectar la presencia de diversos grupos de
metabolitos secundarios en el helecho Ewupodium
pittiers; esto, teniendo en cuenta los procedimientos
sugeridos por Dominguez, J. A. (1985), para la
identificacién de Flavonoides, Saponinas, Acidos
grasos, Alcaloides, Fenoles, Coumarinas, Azucares
reductores, Quinonas, Aminoédcidos libres,
Esteroides y/o Ttiterpenos.

Prueba de Toxicidad con Artemia salina

Método de dilucion

Para cada extracto se prepararon soluciones a 200,
500 y 1000 ppm,empleindose como disolvente
DMSO al 1%o0 Tween 80 al 1 %. Por lo tanto, el
extractometandlico fue solubilizado con 25 mL de
DMSO al 1%; los extractos hexdanico y
cloroférmico fueron solubilizados en 25 mlL de
Tween 80 al 1%, cada uno de los mismos
preparados en agua con sal marina al 3%.

Iifecto de los extractos en Artemia salina
Edicién Especial Memorias
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Para cl ensayo de toxicidad se utilizaron nauplios de
Artemia salinal.. Por lo tanto, en una solucién al 3%
de sal marina en 11. de agua, se dejaroneclosionar
200 mg de cepa de A. salinaexpuestos a luz blanca
durante 24 h. Posteriormente,se tomaron 10
nauplios por pozo, a cada unose adicionaron 5 mlL.
de cada muestra: dos blancos, Tween 80 al 1% y
DMSO al 1%; soluciones de los extractos diluidos
a 200 ppm, 500ppm y 1000 ppm, respectivamente.
Durante la evaluacion, se registté el nimero de
nauplios muertos cada 10 minutos dentro de la

primerahora y luego por cada hora hasta
completar24 horas.

Concentracion Letal Media

Por medio de los datos recopilados durante la
evaluacion del efecto de los extractos en A. salina,
se determiné la concentracién letal media (Cl.sg)
mediante el analisis estadisticoprobit, utilizando el
programa  StatgraphicsCenturion XVI  version
16.2.04, yel grado de toxicidad como lo indica la
‘I'abla No. 1.

Tabla No. 1. Clasificacion de toxicidad segrin CYTED.

Tipo Descripcién CLso (ppm)
I Extremadamente Toéxico  1-10

11 Altamente Toxico 10-100

111 Moderadamente Téxico 100-500

v Ligeramente 'T'éxico 500-1000
A% Pricticamente No Toxico  1000-1500
VI Relativamente Inocuo >1500

RESULTADOS

Rendimiento de los extractos

Tal como se ilustra en la Tabla No. 2,se obtuvo un rendimiento del 0,57 %, 0,54% y0,64% para los
extractoshexanico, cloroférmico y metandlico, respectivamente.De esta manera se obtiene 1,76 %como
rendimiento total de la planta.

Tabla 2. Rendimiento de los extractos obtenidos por maceracién de Eupodium pittieri.

(l\;)u e Disolvente Extracto obtenido (g) Rendimiento %
600 Hexanico 3.4498 + 0,0001 0,57
(stesial vegerl) Cloroférmico  3.2818 * 0,0001 0,54
AN Metandlico  3,8465 + 0,0001 0,64
Total 10,5781% 0,0003 1,76

Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios son de especial interés como objetos de estudio, segiin Sepiilveda, G. Porta,
H. Rocha, M. (2003). Estos, en la mayoria de los casos resultan como respuesta a diversos estimulos del
entorno y principalmente como respuesta quimica ante ataques de organismos; de esta manera, las
especies vegetales sintetizan, desarrollan y almacenan compuestos de bajo y alto peso molecular
denominados metabolitos secundarios. Estos, son parte trascendental del objeto de estudio y su
importancia radica en la evaluacion, identificacion y aplicabilidad de los mismos.

En la tabla No. 3, se muestran los resultados de las 15 pruebas cualitativas, para la identificacion de
compuestos quimicos en cada extracto, evidenciandose la gran diversidad quimica presente en el Helecho

Eupodinm pittier:.

Tabla 3. Identificacién de metabolitos secundarios del helecho Eupodium pittieri.

METABOLITOS PRUEBA Extracto Extracto Extracto
Hexéanico Cloroférmico Metandlico
Flavonoides Shinoda TET T B
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Zn/HCI - # =
H.S0;4 v ; =
Salkowoski T B -
Saponinas
Burchard S i et
Dragendorff t gt &
Mayer i T &+
Alcaloides Wagner et + t*
Bouchardat s + &
Sonnencheins g ¥ *
Fenoles FeCl; ++ * -
Azucares reductores Fehling Ul i =
Aminoicidos libres Ninhidrina B - B
Esteroides y/o Lieberman- ++ + +++
Triterpernos Buchard
Glicosidos Antrona EEd w -
Carbohidratos Molish - - =
+++  Alta Presencia
++ Media Presencia
+ Baja Presencia
- Presencia Negativa
De acuerdo a los resultados del tamizaje cumarinas, alcaloides, saponinas, azucares
fitoquimico, se determiné la presencia de reductores,  triterpenos  y/o  esteroides,

flavonoides en los extractos hexinico y
cloroférmico, de acuerdo a las pruebas de
Shinoda, Zn/HCIl y HaSOy; por otra parte, de
manera positiva se incluye la presencia de
saponinas, alcaloides v y/o

triterpenos en los tres extractos.

esteroides

Cabe mencionar que se identificé en menor
medida la presencia de Henoles, Azucares
reductores y glucésidos del analisis cualitativo en
los extractos hexanico, cloroférmico y
metandlico, respectivamente.

Cabe resaltar el trabajo elaborado por
Campusano, Y. Fonseca, 1. Almeida, M.
Fonseca, A. Reytor, N. (2010),quienes
reportaron la  presencia de acidosgrasos,
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aminodcidos libres y fenoles y/o Taninos en una
especie similar  delpteridofito Prerisvitlata L.,
especie que particularmente comparte clado con
el material empleado como objeto de estudio en
nuestra investigacion, observandose similitudes
entre las dos especies de pteridofitas a nivel de
metabolitos secundarios.

Determinaciéon de Toxicidad sobre Artemia
salina

Para la determinacién de la concentracion letal
media  (Clisg) de los extractos hexanico,
cloroférmico y metandlico de . pittieri frente a
A. salina, fue empleado el anilisis probit por
medio del software Statgraphics Centurién XVI.
En la figura No. 1.,se establece la relacién lineal
entre el porcentaje de mortalidad de A. salina

Edicién Especial Memorias
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frente a las concentraciones de los extractos de
L. pittieri a las 24 horas de exposicion. Asi, para
el extracto hexdnico, se establecieron los
porcentajes de 40%, 50% y 70% a 200, 500 y
1000 ppm, respectivamente. Para el extracto

80
70
60
50
40
30
20
10

% Mortalidad

0 200

400

cloroférmico, se obtuvieron los porcentajes de
30%(200 ppm), 50% (500 ppm) y 60% (1000
ppm), y, para el extracto metandlicode 20%,
30% y 30%.

600 800 1000

Concentracién (ppm)

«e- -+ % Ex. Hexanico

s+=+@-+ % Ex. Cloroférmico

eeeslhess % Ex. Metandlico

Figura No. 1. Porcentaje de mortalidad de A. salina 1.. en funcion de la concentracion de los exctractos de E. pittiers.

De igual manera, por medio de los datos
obtenidos mediante la regresién, fue posible
obtener la grifica que relaciona el nimero probit
obtenido  frente al logaritmo de las
concentraciones, tal como se evidencia en la
figura No. 2. Cada relacién lineal obtenida
genera su respectiva ecuacion de la recta, asi, se
destaca lo planteado por Molina, M. Melo, S.
(2010),donde por medio de las pendientes de las
rectas generadas, se resuclve la ccuacién para
y=0,5 (CLs)) y cuyo resultado se aplica el
respectivo antilogaritmo, de esta manera se
obtiene las concentraciones letales medias para
los tres extractos evaluados.

Educacién y Ciencia Numero 21— 2018

Por ultimo, en la tabla No. 4,se ilustran los datos
registrados de la concentracién letal media
(CLsu), con intervalos de confianza al 95%, para
los tres extractos analizados, los resultados
obtenidos mediante el andlisis probit y la
respectiva concentracién letal media de los
extractos con base en la Tabla No. 1. Claramente
se evidencia la leve toxicidad de los extractos y
sus CLsp, contrastado con el indice de toxicidad
para productos biolégicos de la CYTED; esto,
debido que las concentraciones letales medias se
encuentran en el rango entre 500 ppm y 1000
ppm respectivamente, permitiendo caracterizar
a los extractos como productos levemente
t6xicos (500ppm=ClLsy <1000ppm).
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Tead,
P

6,5

5,5

Probit
w

4,5

35
2 2,5 3

Log de la Concentracion

==®--Metanolico *-**®-:- Cloroformico ---*®--- Hexanico

Figura No. 2. Relacion lineal entre el valor probit en funcion de los Logaritmos de las concentraciones de los exctractos de
E. pittieri.

Tabla No. 4. Concentracion letal media (CLs) y grado de toxicidad segiin CY'TED, de los extractos de E. pittier:.

Fxtracto CLso Grado de Toxicidad
95% I1.C
(ppm)
Hexanico 794.3 Ligeramente Téxico
Cloroférmico  791.5 Ligeramente Téxico
Metandlico 676.0 Ligeramente T'éxico
CONCLUSIONES
Se logré identificar la variedad de metabolitos Los valores de concentracién letal media, que se
secundarios presentes en E. pittieri, mediante las estimaron para los extractos  hexanico,
distintas  pruebas  cualitativas.  Por lo cloroférmico y metanélico fueron 794.3 ppm,
tanto,alcaloides, terpenos, flavonoides, 7915 ppm y  676.0 respectivamente;
esteroides, cumarinas y azucares reductores destacandose la baja toxicidad de los extractos y
dieron positivo en los extractos de esta los posibles usos como potenciador del vello
pteridofita. facial.
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Evaluacion bioldgica de los extractos de Eupodium pittieri:
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Castafieda-Gomez, Jhon Fl., Morales-Loaiza, Aldemarz., Valderrama-Cérdoba, Yilber A

{Doctor en Ciencias. Universidad Surcolombi Nei lombia. **Licenciado en Formacién. Licenciatura en Ciencias Naturales:Fisica, Quimica
y Biologia. Universidad Surcolombiana. Neiva—Colombia.

Introduccion

ieri es un helecho de la familia Marattiaceae (pteridofita), cuyo material vegetal en estado joven es empleado para el crecimiento del vello facial

FEupodium pil
en el municipic de Acevedo, Huila (Colombia). En la actualidad, no hay suficientes y relevantes soportes cientificos acerca de Ia toxicidad y diversidad de los
metabolitos secundarios de esta planta. El objetivo de esta investigacion fue realizar el analisis fitoquimico preliminar [1,2], evaluar el efecto biocida sobre
Artemia salina y el potencial alelopatico sobre semillas de Lactuca sativa de los extractos obtenidos.

Metodologia

Toxicidad sobre Artemia salina

¥ Secado, Separacion de Realiza

160 de
informacidn de transporte de  pulverizadoy  de metabolitos los extractos  Ensayos
prapiec ¥ muestras i6n de presente en los por iologi
usos. jovenesdela  los extractos

medicinales  planta pruebas. de columna cto

a:nbundnsala cuilitithas Aleloptica) 200 400 600 800 1000
lanta

:’mﬂbmnm Concentracion (ppm)

Resultados <ol % EX HOXANICO  +-v#e-: % Ex Cloroférmico

Metabolitos Secundarios +e-+ % Ex. Metandlico
Mediante las pruebas fitoquimicas, se determind la presencia de flavonoi- Figura No. 1. Resultados Toxicidad de extractos sobre A. salina.

des en los extractos cloroférmica y metandlico (Tabla 1). Adicionalmente, Efecto Alelopdtico

las pruebas mostraron la presencia de saponinas, alcaloides, esteroides y/o Se valoré el efecto alelopético de los extractos

triterpenos en los tres extractos. de E. pittieri sobre L. sativa, encontrando un

= potencial promotor del crecimiento radicular,

METABOLITOS PRUEBA Extracto Extracto Extracto
Hexdnico | Cloroférmico A efectuado principalmente por el extracto
Shinoda N ++ e Hexanico,  Metandlico vy  Cloroférmico,
Flavonoides Zn/HCl - + - respectivamente.
H, S04 ++ - -
Saponinas SEKONok) nas = - raclanto Radicul por Tatamianto
Burchard ++ + ++t
Dragendorff ++ +H + M= 2 ¢
Mayer + + ++ i 1w : .
Alcaloides Wagner +H+ + +H i "® ” :
Bouchardat ++ + + 3 ass B . M .
Sonnencheins + + + g P " .
Fenoles FeCly ++ + 5 gan .
R ++ + - -
Azucares reducto- |Fehling =
& $ & =
Aminodcidos libres |Ninhidrina - 7 R & d,f & &~ ¢
Esteroides y/o Tri- |Lieberman- Bu- ++ + +Ht Tronionts &
terpernos chard Figura No. 2. Resuftados de Crecimienta radicular por tratamiento.
Glicdsidos Antrona ++ + -
Carbohidratos Molish = = = e
+++ Alta Presencia ++ Media Presencia LB 3
P
+ Baja Presencia - Presencia Negativa i i J -[ _ |
b 4
Toxicidad sobre Artemia Salina % s T = —
S aw
Se determind la concentracion letal media (CLSO) de 794.3 ppm, 791.5 ppm y aL T T |

Comtrl Twoenso CosopAm Hemnico Charotemmisahemanotss.
Trotomicrto

676.0 ppm para los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico, determi-

néandose asi su bajo potencial biocida [3] (Figura 1).
Figura No. 3. Medias Siginificativas de los tratamientos. .C. 95%

Conclusiones
Se logrd identificar la variedad de metabolitos secundarios presentes en E. pittieri, mediante |as distintas pruebas cualitativas. Por lo tanto, alcaloides, terpenos,
flavonoides, esteroides, cumarinas y azdcares reductores dieron positivo en los extractos de esta pteridofita.

Los valores de concentracion letal media para Artemia salina, que se estimaron para los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico fueron 794.3 ppm, 791.5
ppm y 676.0 respectivamente; destacidndose la baja toxicidad de los extractos. Adicionalmente, se observé que el extracto cloroférmico inhibid significativamen-
te la germinacion de las semillas de Lactuca sativa en comparacian con los otros dos extractos a 200 ppm. Finalmente, se logré apreciar que los tres extractos de
Eupodium pittieri promovieron el crecimiento radicular de las semillas de lechuga a una concentracién de 200 ppm y durante 24 horas.
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en calidad de
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Encuentro de licenciaturas en
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ey Agosto /
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Dado a los 24 dias del mes de agosto de 2018
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Anexo No. 12. Participacion en Il Simposio de Investigacion en Biodiversidad.

El Herbario de la Universidad Surcolombiana, SURCO,
el Grupo de Investigacion y Pedagogia en Biodiversidad, GIPB
\ y el Semillero Mamakiwe

Certifican que:

ANA MARIA MORA LOPEZ

Identificado con C.C. No 1.075.310.494
Participé en calidad de Ponente en el

I Il SIMPOSIO DE INVESTIGACION EN BIODIVERSIDAD

: Realizado en la ciudad de Neiva, el 09 y 10 de
' diciembre de 2019, con una intensidad de 16 horas

‘ %’{MD/@/ Jevon Hecley Ravern T

MSec. Hilda del Carmen Duefias Gémez l sl Mg. Jeison Herley Rosero Toro

Coordinadora del Herbario SURCO Auxiliar del Herbario SURCO

m SURCOLOMBIANA
GIPB

— GRUPO DE INVESTIGACION Y
Iiwaine HERBARIO SURCO PEDAGOGIA EN BIOOIVERSIDAD

El Herbario de la Universidad Surcolombiana, SURCO,
el Grupo de Investigacion y Pedagogia en Biodiversidad, GIPB
\ y el Semillero Mamakiwe

Certifican que:

ALDEMAR MORALES LOAIZA

Identificado con C.C. No 1.075.311.145
Participé en calidad de Ponente en el

( Il SIMPOSIO DE INVESTIGACION EN BIODIVERSIDAD

/ Realizado en la ciudad de Neiva, el 09 y 10 de
diciembre de 2019, con una intensidad de 16 horas

| WD/‘“’/ Jevon Herley Reers T

MSe. Hilda del Carmen Duefias Gémez K Mg. Jeison Herley Rosero Toro
Coordinadora del Herbario SURCO Auxiliar del Herbario SURCO

w SURCOLOMBIANA

!

Sermero GIPB
Masaace HERBARIO SURCO PEOAGOGIA EX BIOOVERSIBAD
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El Herbario de la Universidad Surcolombiana, SURCO,
el Grupo de Investigacion y Pedagogia en Biodiversidad, GIPB
\ y el Semillero Mamakiwe

i Certifican que:

: YILBER ALEXIS VALDERRAMA CORDOBA

' Identificado con C.C. No 1.081.157.662
Participé en calidad de Ponente en el

/ Il SIMPOSIO DE INVESTIGACION EN BIODIVERSIDAD

‘ Realizado en la ciudad de Neiva, el 09 y 10 de
diciembre de 2019, con una intensidad de 16 horas

| WDW/ Jevon Herley Rawo T

MSe. Hilda del Carmen Duefias Gémez Mg. Jeison Herley Rosero Toro
V Coordinadora del Herbario SURCO Auxiliar del Herbario SURCO

w SURCOLOMBIANA M
GIPB

Senruiero GRUPO DE INVESTIGACION Y
Meanae HERBARIO SURCO PEDAGOGIA EN BIODIVERSIDAD
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