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RESUMEN ANALITICO EDUCATIVO (RAE).

1. Informacién General

Tipo de documento | Trabajo de grado.
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Unidad

Patrocinante Universidad Pedagdgica Nacional.

Unidad didactica, Ensefianza de la Botanica, Fitoquimica, Compuestos

Fellres Carves secundarios de plantas, Euphorbiaceae.

2.Descripcion

El trabajo de grado que se propone es el disefio de una unidad didactica que posibilite la ensefianza
de la botanica tomando como punto de referencia y de partida la fitoquimica ya que es un area que
permite integrar los conocimientos biolégicos y quimicos que son relevantes en la formacion de
maestros pertenecientes al Proyecto Curricular de Licenciatura en Biologia (PCLB) de la Universidad
Pedagdgica Nacional (U.P.N.) Es una propuesta que le apunta a generar material educativo que
permita en una primera instancia, abordar el andlisis y la resoluciéon de problemas de diferentes
aspectos bhiolégicos desde la quimica. Por otro lado, la de formar estudiantes desde los elementos
conceptuales, procedimentales y actitudinales relacionados con la ensefianza de la botanica para
gue puedan ser aplicados con sus estudiantes desde su quehacer profesional. Esta propuesta
contribuye a la interdisciplinariedad de las Ciencias Naturales.
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4. Contenidos

INTRODUCCION: En la cual se resalta la importancia de la fitoquimica como un elemento
emergente que posibilita el acercamiento a la botanica a partir de analisis quimicos y su importancia
en el estudio de las ciencias bioldgicas.

DEFINICION DEL PROBLEMA: Donde se menciona la importancia de contribuir a la ensefianza de
la fitoquimica, botanica y en general de las Ciencias Naturales a nivel de educaciéon basica
secundaria y universitaria a partir de la creacién de estrategias didacticas que le posibiliten tanto
maestros como estudiantes cambiar concepciones y fomentar en el entendimiento de los procesos
biolégicos.

JUSTIFICACION: Se posiciona desde diferentes esferas, desde el campo disciplinar resaltando la
importancia quimica de las plantas para la validacion de conocimientos en las comunidades
cientificas y académicas y desde el plano educativo resaltando el valor que tiene los saberes
disciplinares en el campo de la ensefianza y aprendizaje de las ciencias naturales, estos dos
referenciados desde instituciones de caracter institucional y gubernamental.

ANTECEDENTES: Diversas investigaciones que condujeron la continuacion de investigaciones
dentro de la familia de las euforbiaceas ademas de poderlas articular al campo educativo: Vegas;
2010., Vegas et al., 2011., Chiappe. 2013., Riveros y GOmez, 2007., Campos y Vargas. 2008.,
Castillo. 2008.

OBJETIVOS: General: Disefiar una unidad didactica para la ensefianza de conceptos en
fitoquimica a partir de un perfil quimico de extractos etandlicos de las especies Croton funckianus
y Croton bogotanus (Euphorbiaceae.) Especificos: Caracterizar los extractos obtenidos de una de
las especies de Croton mediante un analisis fitoquimico preliminar para determinar la posible
presencia de algunos ndcleos de metabolitos secundarios. Evaluar la capacidad antioxidante, el
contenido total de fenoles y flavonoides de los extractos obtenidos mediante la captacién de
radicales libres por accion sobre DPPH, ensayo con el reactivo de Folin- Ciocalteau y cloruro de
aluminio respectivamente. Establecer la variabilidad quimica en un estudio preliminar respecto a los
componentes mayoritarios presentes en los extractos obtenidos mediante el perfilamiento por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE). Disefar estrategias de ensefianza y aprendizaje
encaminadas a lograr un cambio conceptual sobre conceptos asociados a la fitoquimica, en
estudiantes del Proyecto Curricular de Licenciatura en Biologia (PCLB).

MARCO REFERECIAL: Conceptos estructurantes del trabajo: Genero Croton, etnobotanica,
flavonoides y unidad didactica.




DISENO METODOLOGICO: Disciplinar biologico-quimico: Recoleccién y clasificacion del
material vegetal en el municipio de Fusagasuga y Bogota, obtencion de los extractos etandlicos,
Andlisis fitoquimico preliminar para metabolitos secundarios tipo alcaloide, flavonoide, taninos y
carotenoides (Sanabria; 1983), cuantificacion de fenoles totales (Durst y Wrolstad; 2001),
cuantificacion de flavonoides (Bernal et al., 2013), Determinacion de la capacidad antioxidante por
método DPPH (Brand y Williams; 1995), andlisis de los extractos etandlicos mediante Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (CLAE), criterios de validez y confiabilidad: calculo del promedio del
metabolito secundario, calculo del ICso derivado de la capacidad antioxidante por el software PRIMS
GraphPad 6.0. ANOVA y prueba Tukey mediante el software InfoStat versién 2014. Cromatograma
disefiado mediante el paquete estadistico ORIGIN 9.0 y Analisis de Componentes Principales
mediante el software SIMCA Version 13.0.332. Pedagdgico. Fase 1: ldentificacion de la
problematica. Fase 2: Disefio de la unidad didactica: Fase 3: Construccion de la Unidad Didactica:
Fase 4: Resultados y validez de la Unidad didactica.

RESULTADOS Y DISCUSION Obtencion de los resultados a partir de los objetivos planteados en
el trabajo de grado que logré establecerse a partir del contenido de polifendles y el andlisis
fitoquimico preliminar. El presente trabajo permite evidenciar que para la estructuracion de
materiales educativos es necesario realizar un estudio riguroso y sistematico de topicos de interés
socio-cientifico, con el proposito de darle validez a los materiales educativos que se usan en la
ensefianza de las ciencias bioldgicas y en particular para la ensefianza de la tematica de interés.

CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES: Se logr6 determinar la presencia de
metabolitos secundarios tipo flavonoide y alcaloide principalmente. Los 14 extractos presentaron
cantidades significativas del contenido de polifendles y flavonoides ademas de su posible
caracterizacibn como agentes antioxidantes. El cromatograma presenté un comportamiento similar,
ademés el analisis estadistico posibilito determinar que las variables estudiadas presentan
diferencias estadisticas significativas. Desde el punto de vista pedagdgico se recomienda en aplicar
a totalidad el contenido presente en la unidad didactica como un elemento posibilitador de la
ensefianza de las ciencias naturales.

5.Metodologia

Se realiz6 una colecta de 5 muestras de C. funckianus localizadas en el municipio de Fusagasuga
(Cundinamarca-Colombia) y 9 muestras de C. bogotanus en las localidades de Teusaquillo y
Usaquen ubicadas en la ciudad de Bogota las cuales fueron determinadas taxondémicamente por el
Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia (ICN).

Se realiz6 un analisis fitoquimico preliminar (AFP) sobre un extracto etandlico seco proveniente de
hojas de la especie C. funckianus con el fin de evaluar su composicion en cuanto al contenido y
presencia de metabolitos secundarios. Adicionalmente, se evalu6 la capacidad antioxidante de los
14 extractos etandlicos por el método de decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
el contenido polifenélico mediante el método de Folin-Ciocalteu y el contenido de flavonoides totales
mediante la reaccidn con tricloruro de aluminio (AICIs).

Los resultados para el contenido de fenoles totales y flavonoides estan representados como el
promedio del metabolito secundario hallado. Para el andlisis de la actividad antioxidante se empled
el software PRISM GraphPad 5.0® con el cual se calculd el ICso (indice de inhibicién media) de cada
uno de los extractos etandlicos. Asi mismo, los datos fueron sometidos a un analisis de varianza
(ANOVA). Finalmente, las medias se compararon utilizando la prueba de rangos multiples de DSH
(Diferencia significativa honesta) de Tukey, con el fin de encontrar diferencias significativas entre los




datos a un nivel de P<0.05 utilizando el software InfoStat versién 2014. Se realizdé un andlisis de
componentes principales con el paquete estadistico SIMCA version 13.0. 332.

El modelo seleccionado para el disefio de la unidad didactica orientada a la ensefianza y aprendizaje
de los conceptos fitoquimica y metabolitos secundarios, utilizando un grupo de moléculas de interés
biolégico (flavonoides) y validado de forma oral con los estudiantes de la facultad de Ciencia y
Tecnologia inscritos en el componente electivo “mundo de las plantas” ofertado por la linea de

investigacion Ensefianza y Aprendizaje de la Botanica de la UPN. El disefio tiene un doble proposito:
en primer lugar proporcionar referencias teéricas que puedan fundamentar la toma de decisiones
del profesor en la planificacion y en segundo lugar, facilitar un procedimiento para abordar cada una
de las tareas propuestas. Por esta razon, se presentara en cada médulo de la unidad un analisis
didactico en la seleccion de contenidos, objetivos de ensefianza, la seleccién de estrategias
didacticas como pilares necesarios en el disefio de la unidad didactica.

6. Conclusiones

El andlisis fitoquimico preliminar posibilitd6 demostrar la presencia de metabolitos secundarios tipo
alcaloide y flavonoide principalmente.

La prueba con el reactivo de Folin-Ciocalteau en presencia de Na2COs revel6 que los 14 extractos
etandlicos derivados de las muestras de Croton poseen contenido polifendlico debido a la
presencia de compuestos aromaticos que poseen un grupo hidroxilo —OH unidos a un anillo
aromatico en su estructura; los cuales fueron detectados a 765 nm.

Por otro lado la reaccion con FeCls en presencia de C2HsNaO2 de igual manera, posibilité comprobar
la presencia de flavonoides en los 14 extractos etandlicos debido a la formacion de croméforos
basados en el complejo flavonoide-aluminio, orto-dihidroxilados de color amarillo detectados a una
longitud de onda de 420 nm.

El método de decoloracion del radical DPPH demostré que las 14 muestras poseen capacidad
antioxidante detectado por el uso de la técnica espectrofotométrica ademas se su cuantificacion
mediante el calculo del ICso sin embargo, cabe resaltar que las presentaron una mejor capacidad
fueron las muestras CF2, CFs y CBs.

El analisis por CLAE-DAD revelé que los 14 extractos etanolicos sometidos a evaluacion
presentaron un mismo comportamiento en el cromatograma ademas de, evidenciar un pico
mayoritario cercano a los 11 minutos de corrida que es altamente probable que corresponda a un
posible compuesto flavonoide.

La elaboracién de la UD posibilité el ejercicio de identificar particularidades de la ensefianza de las
ciencias naturales, por otro lado, el desarrollo de la propuesta busca generar un pensamiento critico,
cientifico, constructivo y reflexivo en los estudiantes que la apliquen, y asi estimular la
sistematizacion de experiencias de aula que sirva de sustento a discusiones en redes y en
comunidades pedagogicas que fortalezcan la ensefianza aprendizaje de las ciencias.
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INTRODUCCION.

Desde varias décadas es importante resaltar el estudio de la biodiversidad de la
flora colombiana para aprovecharla en beneficio del mejoramiento de la calidad de
vida del hombre (Bulla et al., 2012). El reino vegetal, en sus distintos escenarios ha
sido un elemento crucial en los fendmenos biologicos, sociales y econdmicos
determinantes en la evolucion no solo de la naturaleza sino también de la
humanidad. A la identificacion de algunas plantas Utiles y otras no tanto, se siguio
la exploracion y cultivo de esta manera surge asi la agricultura. La observacion de
las semejanzas y las diferencias entre las plantas y entre éstas y otras formas de la
vida terrestre, dan origen a la biologia y la botanica, las cuales con sus ldgicas,
meétodos de investigacion y sistematizacion hacen posible junto con la quimica la
emergencia de la fitoquimica (Barba; 1997).

En este orden de ideas, es importante resaltar que la fitoquimica, es un area que
proporciona de manera integral el conocimiento de algunos de los muchos
productos quimicos naturales que pueden ser extraidos, separados, purificados y
determinados fisicoquimicamente en las plantas. Estos se encuentran inmersos
dentro de la complejidad de las células vegetales, no solo como entidades quimicas,
sino también como productos de una serie de procesos que intervienen en su
biogénesis, como sustancias activas que desempefian una funcién en los procesos
bioquimicos de las células o bien como elementos que pueden provocar
alteraciones fisiolégicas en los animales incluyendo el humano (Valencia; 1995). La
individualidad bioquimica, caracteristica de cada taxén o grupo pequefio de
sistemas vivientes, determina la formacion de elementos denominados metabolitos
secundarios, sustancias de separacion dificil, por la facilidad con la que forman
complejos moleculares y por las pequefias cantidades que se encuentran en cada
ser vivo.

Teniendo en cuenta las investigaciones respecto al trabajo en plantas y conociendo
gue hoy con los constantes cambios que se estan dando en el sistema educativo
colombiano, es necesario que el maestro disefie y apligue estrategias
metodoldgicas que pueden ser de gran utilidad tanto para profesores como para
estudiantes mediante un conjunto de actividades concretas que apoyen
racionalmente el desarrollo del estudiante en los procesos de ensefianza y
aprendizaje. Asi vemos, que 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? Preguntas que son de
preocupacion compartida por parte de los maestros de ciencias que quieren ejercer
su labor de una mejor manera, para dar respuestas a esas preguntas, se propone
realizar el disefio de una unidad didactica que pueda ser de gran utilidad para los
estudiantes con un conjunto de habilidades concretas, que permitan aplicar sus
conocimientos y habilidades a fin de lograr con idoneidad un propdsito determinado,
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teniendo como eje principal ademas de la didactica, los principios de la fitoquimica
y la informacion que brinda usando técnicas convencionales y modernas con el fin
de que el estudiante demuestre su interés en conceptos de quimica a través de lo
gue aprenda en el laboratorio con el uso de las plantas, sus componentes activos
preliminares y sus posibles aplicaciones.

En esta medida, el proceso de elaboracién de la unidad didactica permite que el
maestro integre sus conocimientos cientificos y didacticos, a partir de la practica
docente con un grupo de estudiantes generando aportes actitudinales,
procedimentales y conceptuales al proceso de ensefianza y aprendizaje. Por esta
razén el presente trabajo es un aporte para la ensefianza de los conceptos en
fitoquimica como elementos constituyentes de la diversidad vegetal tomando como
referencia o eje de partida a las especies Croton funckianus (Mull. Arg., 1866) y
Croton bogotanus (Cuatrec., 1935).

Teniendo en cuenta la importancia que tiene la formacion de profesores en biologia
en aspectos metabdlicos de los sistemas vivientes, el presente trabajo de
investigacion pretende generar un aporte hacia el fortalecimiento del proceso de
ensefianza de algunos de estos conceptos que han sido en ocasiones abordados
de manera superficial por los licenciados en Biologia, mediante la realizacion de una
unidad did4ctica utilizada para este fin. La unidad did4ctica implica un conjunto de
actividades sistematicamente elaboradas para favorecer el aprendizaje significativo
de los estudiantes. Ademas, esta estrategia tiene en cuenta la naturaleza del
conocimiento cientifico vinculada al tema de la ensefianza de los conceptos
asociados a la quimica vegetal. Bajo esta Ultima perspectiva ha surgido el interés
de elaborar este proceso de investigacion frente a temas que son poco abordados
en la escuela colombiana como en la formacién de licenciados en Biologia (Bautista
et al., 2013).

Desde el punto de vista biolégico, las plantas han sido desde tiempos inmemoriales
un recurso para el ser humano desde su alimentacién y la curacion de ciertas
enfermedades, estas Ultimas que poseen algun tipo de principios activos son
denominadas plantas medicinales que aun en la actualidad, cientos de estas
especies son utilizadas para estos fines, la ciencia moderna, analizando y
estudiando los efectos terapéuticos de las plantas quiere precisar, comparar y
clasificar las diversas propiedades, no con el fin de disminuir esta confianza, sino
para agrupar a las plantas de efectos similares, para conocer los principios activos,
los cuales estan comprendidos por unos compuestos denominados metabolitos
secundarios que son de una estructura compleja, de distribucién restringida y mas
caracteristica de fuentes botanicas especificas.
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1. DEFINICION DEL PROBLEMA.

En Colombia, la investigacion en fitoquimica ha sido importante desde los afios 80
evidenciandose en la consolidacion de grupos de investigacion y en el aumento de
produccion bibliogréfica y cientifica recopilada en articulos, simposios, seminarios
etc. Sin embargo, en toda la busqueda bibliografica se evidencio que fue escasa la
informacion fitoquimica para especies del género Croton presentes en Bogota y sus
alrededores. En ese orden de ideas, es altamente necesario para el grupo de
investigacion, referenciar y caracterizar quimicamente las especies vegetales C.
funckianus y C. bogotanus con miras a generar informacién que permita el re-
conocimiento de dichas especies cuyo objetivo sea la de generar y divulgar
conocimiento, ademas de esto, potenciar diferentes escenarios de accion de la linea
de investigacion Ensefianza y Aprendizaje de la Botanica a nivel interno y externo
de la Universidad Pedagdgica Nacional.

Desde el &mbito 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 formulas que no tienen un uso en la cotidianidad del
estudiante, por otro lado, los textos de fitoquimica se delimitan a definir sus
conceptos y su deduccion quimica y matematica, pero no se muestra la relacién de
dichos conceptos con las situaciones problema de la vida real, ademas, que hay
poca o ninguna proyeccion de los mismos en el ambito practico. En este sentido
Carriazo y Saavedra; 2004 consideran que la poca importancia al trabajo
experimental en los procesos de ensefianza y aprendizaje no permite una mejor
comprension de los conceptos.

Teniendo en cuenta los pocos trabajos de investigacion didactica que arrojan
informacion acerca de las ideas que poseen maestros en formacion y estudiantes
frente a los conceptos asociados a la fitoquimica, conviene indagar no solo acerca
de dichas concepciones y obstaculos, sino preguntarse también por la posibilidad
de generar estrategias didacticas que contribuyan a la evolucion de dichas
concepciones en procura de fortalecer los aprendizajes significativos. A partir de lo
expuesto la pregunta que delimita el objetivo de la presente investigacion es la
siguiente:

¢ QUE ASPECTOS DEBE TENER EN CUENTA EL DISENO DE UNA UNIDAD
DIDACTICA PARA LA ENSENANZA DE CONCEPTOS ASOCIADOS A LA
FITOQUIMICA PARTIENDO DE UN PERFIL QUIMICO DE EXTRACTOS
ETANOLICOS DE LAS ESPECIES Croton funckianus Y Croton bogotanus
(EUPHORBIACEAE.)?
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1.1 Delimitacion del problema.

Al ser Bogota y sus alrededores (especialmente el municipio de Fusagasuga)
algunos ecosistemas en donde se presenta una mayor riqueza y abundancia de
especies del genero Croton, se toma este como lugar de muestreo de material
vegetal pertenecientes a las especies C. funckianus y C. bogotanus, a realizar de
forma aleatoria. Para caracterizar mejor cada una de las muestras fueron sometidas
a un analisis fitoquimico preliminar, una evaluacion del contenido total de
flavonoides, fenoles totales, captacion de radicales libres y poder reductor con miras
a determinar una posible aplicacion y se realiz6 un analisis cualitativo de acuerdo a
un perfil cromatografico especificamente buscando metabolitos del tipo flavonoides
para continuar a futuro con otros trabajos que permitan fortalecer la presente
investigacion.
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2. JUSTIFICACION.

Desde la visién del Proyecto Politico Pedagogico de la U.P.N se sefialan las
implicaciones que asumen el saber pedagogico y el disciplinar como ejes
articuladores para la transformacion de las préacticas educativas en pro de la
construccion de nuevas miradas acerca del desarrollo social y politico de la nacién
(PPP-UPN; 2010), partiendo de lo anterior, desde el Proyecto Curricular de
Licenciatura en Biologia (PCLB) el cual establece un vinculo a través del trabajo de
grado relacionando lo que se aborda desde el aula y las experiencias que nos
aproximan al quehacer del maestro (UPN-PCLB; 2010). En éste sentido, el
Licenciado en Biologia de la Universidad Pedagdgica Nacional se reconoce como
sujeto social que se encuentra en constante interaccién con su medio y los diversos
organismos que habitan en €l, por ende, toma importancia la relacion que existe
entre los diferentes sistemas vivientes con el medio que los rodea, particularmente,
a partir de la importancia que tiene el contexto en donde se encuentra inmerso el
maestro como un espacio de enfrentamiento con la realidad de su quehacer, lo
mencionado se muestra como a partir de la evaluacion biolégica que tiene los
componentes metabdlicos de las especies vegetales se puede llegar identificar el
amplio rango de accién de las sustancias que emergen de los procesos
fundamentales, en este sentido, el conocimiento y el uso de dichos componentes
bioquimicos “ofrece una oportunidad de reconocer-se desde mis propios procesos
de formacion, a pensar-me como sujeto que construye mi profesion desde
experiencia personal (Sierra; 2011).

Por otra parte, la importancia que tiene la escogencia de este tema, la cual radica
principalmente en que se puede trabajar dentro de la linea de investigacion
Ensefianza y Aprendizaje de la Botanica, y que ademas, responde a producir
conocimiento para las comunidades académicas y del comun con una tendencia al
desarrollo de procesos investigativos desde el trabajo botanico estrechamente
relacionado con el estudio fitoquimico, el establecimiento de una red de
comunicacion con las instituciones dedicadas al mantenimiento de las actividades
agricolas, la conservacion y el aprovechamiento sustentable de la flora colombiana
y a su vez ademas de fortalecer la formacion disciplinar en botanica de los futuros
profesionales de la educacién en diferentes areas asociadas a las ciencias
naturales. En segundo lugar el aporte académico del presente trabajo a la linea sera
la consolidacion de actividades que se preocupan mantener la ensefianza y el
aprendizaje de diversidad floristica del pais desde del estudio de las plantas, dar
unos resultados preliminares en torno al conocimiento de la bioquimica vegetal para
las diferentes comunidades tanto académicas como en general que se interesan por
el saber que gira alrededor de las plantas. Por ultimo el planteamiento de esta
propuesta de grado propende contribuir a la formacién de sujetos reflexivos y activos
frente al aprovechamiento de la flora, asumir futuros procesos de ensefianza y
aprendizaje como mecanismo para educar a las poblaciones en pro de la
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conservacion de la riqueza y abundancia vegetal presente en Colombia y la
importancia que tiene la botanica en el contexto social colombiano (Ladino; 2011).

El proceso de trabajar en los laboratorios de quimica orgénica (Bioorganica) de la
Universidad Militar Nueva Granada en primera instancia, desde la vision de los
procesos investigativos en el area de la biologia no es ajeno a los maestros y
estudiantes, ya que la ciencia y la tecnologia juegan un papel fundamental para el
desarrollo de cualquier sociedad. En esta medida, proporcionar conocimiento
cientifico es clave para dotar a los sujetos de los conocimientos y las herramientas
gue les permitan entender la complejidad de la realidad. La investigacion cientifica
y con calidad hace posible el desarrollo y la aplicacion de las ciencias; pues
incentiva el caracter intrinseco por la pregunta, la curiosidad, el deseo de aprender,
la busqueda planeada y sistematica de soluciones y repuestas, la capacidad de
relacionarse con los adelantos cientificos y tecnoldgicos de manera eficaz y al
mismo tiempo critica.

Desde los referentes legales, para los profesionales de la educacion la Ley general
de educacion (115 de 1994) propone en el paragrafo 9 del articulo 5 “el desarrollo
de una capacidad critica, reflexiva y analitica que fortalezca el avance cientifico y
tecnologico nacional, orientado con prioridad al manejo cultural..., a la participacion
de la basqueda de alternativas de solucion a los problemas y al progreso social del
pais” (MEN; 1994), a partir de lo mencionado, se enmarca uno de los ejes
importantes para la realizacion de este proceso investigativo, puesto que, con la
aplicacion de este ejercicio se identifica que conociendo la actividad biolégica los
metabolitos secundarios delas especies C. funckianus y C. bogotanus
(Euphorbiaceae) se puede llegar a elaborar materiales educativos para su
conocimiento y divulgacién para maestros en ejercicio y en formacion de licenciatura
en biologia fortaleciendo y transponiendo didacticamente un nuevo cuerpo de
conocimiento desde el componente quimico, ademas, el poder establecer
procedimientos de extraccién de estos compuestos en condiciones de laboratorio,
su uso permite el conocimiento de la biodiversidad intrinseca que se encuentran en
las plantas, ademas del reconocimiento de su valor de uso no consuntivo como
organismos fundamentales que han posibilitado el fenédmeno de lo vivo desde 3.800
millones de afios.

Desde un interés pedagogico, en primera instancia, la ejecuciéon del presente trabajo
investigativo realizado en campo y los demas espacios de las Universidades Militar
y Pedagodgica, le permite al futuro docente articular los saberes bioldgicos,
pedagogicos y cotidianos que provienen de las diferentes experiencias a lo largo de
su quehacer como maestro y la seleccion de conceptos estructurantes que actuen
como elementos relacionados con otras ideas que permita integrarlas en la
realizacion de la actividad, en segunda instancia, se piensa el aprendizaje y la
ensefianza de la biologia como una dinamica de cambio hacia un paradigma mucho
mas complejo de la realidad, esto se logra a través de la construccion de
conocimiento con referentes conceptuales, procedimentales y actitudinales que
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interactdan unos con otros, ampliando las estrategias de pensamiento y articulando
el conocimiento cientifico.
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3. ANTECEDENTES.

Aunque se han realizado varias investigaciones sobre el contenido de metabolitos
secundarios en varias especies del genero Croton ain son muy pocos los estudios
sobre el contenido de polifendles y flavonoides totales asi como la evaluacion de la
capacidad antioxidante especialmente de las especies C. funckianus y C.
bogotanus, encontradas en Bogota y sus alrededores cuya principal utilidad es de
caracter ornamental, la informacion colectada en la base de datos responde a la
fenologia de las plantas, su distribucidén biogeogréfica y caracteristicas morfologicas
MAas que a su evaluacion quimica, ademas de esto, no se tiene registros de los datos
anteriormente mencionados.

Vegas; 2010 en su investigacion sobre el estudio de los compuestos bioactivos de
las hojas senescentes de la especie Croton funckianus, en zonas tropicales y
subtropicales, los zancudos son considerados como los dipteros mas perjudiciales
desde el punto de vista médico y veterinario. EI mosquito Culex quinquefasciatus es
un diptero perteneciente a la familia Culicidae, es un vector patégeno que transmite
al hombre diversas enfermedades y parasitos tal como filiariais, virus del Nilo,
dengue hemorragico, malaria. El extracto etanélico de hojas senescentes frescas
de Croton funckianus se sometié a particion liquido- liquido con disolventes de
diferente polaridad. Los ensayos de actividad larvicida frente a larvas de tercer
estadio de Culex quinquefasciatus, mostraron que los extractos en éter de petroleo,
acetato de isopropilo y butanol poseen actividad prometedora. El estudio quimico
guiado por elbioensayo de actividad larvicida de una de las fracciones en butanol
condujo a la obtencién de quercetina; este compuesto presentd bioactividad. Del
extracto se obtuvieron dos mezclas conformadas por flavonoides glicosidados.

Vegas et al.,, 2011 muestra que el uso de insecticidas sintéticos genera varios
problemas ambientales en ecosistemas acuiferos, aire, suelo, contaminacion en
alimentos y en animales, son ecol6gicamente inaceptables porque producen efectos
adversos sobre los organismos benéficos y desarrollan resistencia en insectos,
hongos, bacterias y malezas, lo que trae como consecuencia la aplicacion de dosis
cada vez mas altas, con un mayor riesgo de intoxicacion humana. Adicional a los
problemas ambientales, la salud publica se ve seriamente afectada por
enfermedades que usualmente son transmitidas por insectos vectores, dentro de
estos se encuentra el zancudo Culex quinquefasciatus lo que causa problemas al
bienestar humano. El género Croton (Euphorbiaceae) ha sido objeto de estudio por
la gran cantidad de compuestos quimicos que lo constituyen, entre estos se destaca
la presencia de diterpenoides de tipo labdano, ciclitoles, neo-inositol, triterpenoides
pentaciclicos, aceites volatiles, sustancias fendlicas y alcaloides. Estudios previos
al extracto etandlico proviene de las hojas senescentes de la especie C. funckianus
mostraron actividad larvicida prometedora frente a las larvas del zancudo Culex
quinquefasciatus. Como resultado mostro que el fraccionamiento bioguiado de la
fraccidn soluble en éter de petréleo de las hojas senescentes de Croton funckianus
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condujo a la identificacion de un diterpenoide monociclico conocido como
Cassipourol, este diterpeno presento actividad larvicida frente a las larvas del tercer
estadio del zancudo Culex quinquefasciatus.Chiappe; 2013, describioé el estudio
fitoquimico parcial de las hojas de la especie vegetal Croton schiedeanus de la cual
se aislaron 3 compuestos tipo flavonoide: Pachypodol, 3,7-di-O-metil quercetina
(DMQ) y Ayanina. Debido a los reportes etnobotanicos y estudios previos realizados
se demuestra la capacidad antihipertensiva y vasodilatadora del extracto etandlico
y la presencia de flavonoides Ayanina y DMQ como componentes mayoritarios. Se
determind la composicion relativa del aceite esencial por medio de Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) y se encontré que es un
aceite de tipo terpénico dentro del cual se encuentran un 62.2% de los compuestos
monoterpénicos y un 23.32% de sesquiterpenos y que Sus componentes
mayoritarios son a Pineno, 8 Pineno, Germancreno D, Elemeno yB Mirceno.

En latabla 1 se evidencia que del género Croton se han aislado compuestos de tipo
monoterpenoides, terpenoides, diterpenos, acidos grasos insaturados, alcaloides
como Indol aporfinas, quinoleinas y tropanos. Otro tipo de compuestos son los
constituyentes fenodlicos como las flavonas, flavonoides glicosidos, canferol,
miricetina y galocatequinas etc. (Vegas et al., 2010).

PARTES DE
ESPECIE LA PLANTA RESULTADOS
C. antosienensis, C. decary Aceites esenciales monoterpenoides,
L., C. geagy L, C. saka raices y corteza sesquiterpenoides, trazas de
maliensis fenilpropanoides

Presencia de ciclitoles 1L-1-0-metil-mio-
C. celtidifolius Corteza inositol, neo-inositol y sitosterol, catequinas,
galocatequinas y proantocianidinas

Derivados labdano, diterpenoide,

C. zambesicus Corteza Crotanodiol.

Tetrahidroprotoberberina 2-10 dihidroxi - 3-
Hojas 10 dimetoxi-8R-metildibenzeno o
quinolizidina.

C. hemiargyreus

Alcaloides tetrahidroprotoberberina 2-
Corteza aporfinas,glaucina, oxoglaucina, 2-
morfinadeinonas, salutaridina, norsalutaridina

Diterpenoides sarcopetaloide,

C. sarcopetalus No reportado . L .
sarcopetaloloide,,acido sarcopetaldico

31 acetoxy taraxer-14-en 28 3 diterpenoide

C. macrostachyus Raiz acido trachyloban 18-oico 3 acido

trachyloban 19-oico, neoclerodan-5,10-en-
19, 6, 20,12-diolido, 3,19 di-
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hidroxytrachylobano, 3, 18,19-
trinydroxytrachylobano.

Acido crotocembraneico, A.

C. oblongifolius Tallo neocrotocembraneico, cembranoide
neocrotocembranal.
20 nuevos compuestos bis-nor dolabradanos
C. hirtus Tallo 2,3 dolabradanos 4-7 kauran, 8 y 9
‘ cicloptopakaurano 10-15 hirtusano, 16-18
ester germaradieno.
C. tiglium Semillas ester forbol
E,E,Z)-11-hidroximetil-3,7,15-trimetil-
C. kerii Hoias secas 2,6,10,14- hexadecatetraenl-ol y (E,E,E)-11-
' ) formil-3,7,15- trimetil 2,6,10,14-
hexadecatetraenl-ol
C. poilanei No reportado Acido poilaneico y diterpeno cembranoide
C. macrostachys Frutos Crotepoxido
crotonin y trans dehidrocrotonin,
C. cajucara Hojas noclerodanos cajucarin A, cajucarin B,
cajucarin-f, cajucarinolido y sacacarin
C. eluteria No reportado Clerodanos eluterins A-J

Sonderianin, 15,16-epoxy-3,13 (16)-

C. urucurana Raices clerodatrieno- 2-ona y 12-epi-methyl-
barbascoate
C. lechleri Corteza Clerodanos Crolechinol, acido crolechinico,

korberina A, korberina B

C. californicus

No reportado

trans-clerodano Metil barbascoato

Tabla 1: Constituyentes quimicos aislados de diferentes partes del cormo de algunas especies del genero Croton. Tomado
y adaptado de Vegas 2010.

En la tabla 2 se evidencia la distribucién de algunos flavonoides presentes en las
especies pertenecientes al género Croton. Tomado y adaptado de Vegas; 2010.

TIPO DE NOMBRE
FLAVONOIDES PARTE | oUiico PAIS PROPIEDAD
Flavonoles - Aérea Quercetina Tailandia | Vasorrelajante
oblongifolius
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Quercetina C. gIabeIIus 3,4" 7—tri-O- '
- Metilquecetina Colombia
C. sciedeanus
3,7-di-O-
metilquercetin
a
C.
schiedeanus
3-0-
metilquercetin
a
c 3.0- Colombia
oblongifolius metilquercetin
a
C. glabellus
No reportado
C.
schiedeanus 3,3-O- L-
ramnosidoquer
C. cetina India
bonplandiarus
C. panamensis Latex Costa Rica | Antihipertensivo
Flavonoles c 3-D-
glicosidados oblongifolius galactos_ldo Ecuador
quercetina
3-O- rutinosido
guercetina
C. 3-O-(2-0-p-d- Ecuador
menthodorus apofuranosil)
Rutinosidoque
Aérea rcetina Vasorrelajante
3,7-di-O-
metilkanferol
C. cajucara Brasil
: 3,4'7-tri O-
Kaempferol metilkaempfer
ol
4’,7-di-O-
C. pyramidalis metilkaempfer México
ol
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3-0O-
rutinosidokanf

erol
C Desconocid
.menthodorus 3-0-(2-O- o}
trans-p-
cumaroil)-B d-
glucopiranosid
okaempferol
_ C. panamensis i 3-0- Desconocid
Miricitina Latex ramnosidomiri
! 0]
C. draco cetina
C. lechleri Ecuador
Latex -
. . Desconocid
C .panamensis (+)-catequina o
C. urucurana Corteza Brasil
C. lechleri ) No reportado
- epicatequina | Desconocid
C. panamensis o
C. lechleri Latex
C. (+)- Perl
Flavonoides draconoides alocatequina
simples. 9 q
- s
C. panamensis
C. urucurana Corteza .
Desconocid
O °
C. lechleri epigalocatequi Actividad
’ P19 q antiviral
na
C. lechleri
C. . O
draconoides Latex eplgaltr)];ateqw
Desconocid Actividad
C. panamensis o] Antiviral
C 3,3,5,57-
Flavonol C pentahidroxifla
draconoides
vano

Tabla 2: Distribucién de algunos flavonoides pertenecientes a especies dentro del género Croton. Tomado y adaptado de
Vegas; 2010.
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TffiI;If

Quercetina

3,4"7-tri-O-
Metilquecetina

3,7-di-O-
metilquercetina

on OH AN
H Ho. A )
OH o y il [ I
MO 225 8% a2 = i 1 “ H J ‘
i S NF “SOH o 7 e H [
I odR Ty ™
T S OH o ‘ ‘o & i OH (o]

A .‘

3-D-galactosido 3-0- rutinosido 3,7-di-O-metilkanferol 3,4 7-triO-

quercetina quercetina metilkaempferol
OH OH OH OH
/‘\ OH J: I /J\ _OH | l o
- y ‘ H \ ‘/ \\ / \ - \\\ - NoH B . e /J\é\ j/[ [ 1 0 ‘ -
S Ny R 4//.\\ // ,,,, N R A OH
‘\ N gy ], b U\\’{{l\\ /,J " 4 A
L ! ]
b
Catequina Epicatequina Galocatequina Epigalocatequina

Tabla 3: Estructura de algunos flavonoides aislados de las partes vegetativas del género Croton.

Desde un plano pedagdgico, Riveros y GoOmez; 2007 en su proyecto de
investigacion Analisis fitoquimico de Niphogeton ternata, como mecanismo de
aprendizaje de conceptos de las ciencias naturales aplicado con estudiantes de
noveno grado de la I.E.D. Enrique Pardo Parra de Cota Cundinamarca su principal
objetivo fue caracterizar y extraer las cumarinas presentes en esa especie a fin de
someterlas a cultivos de E. coli comprobar su accion bactericida y su utilidad en el
tratamiento de enfermedades digestivas. Se pretendié motivar a los estudiantes de
la educacion media hacia el aprendizaje de las ciencias naturales desde tres
perspectivas: contexto quimico, contexto microbiolégico y contexto ecoldgico.

Campos y Vargas; 2008 realizaron el disefio de una unidad didactica con énfasis en
metabolitos secundarios, alcaloide y flavonoide de la especie Ficus andicola. Esta
investigacién de tipo disciplinar, cualitativa y didactica, inscrita como trabajo de
grado acerca de la fitoquimica con énfasis en metabolitos secundarios, utilizando
como herramienta metodolégica y de planeacién una unidad didactica, orientada
desde un enfoque constructivista y por competencias interpretativas,
argumentativas y propositivas. Esta unidad fue dirigida a estudiantes que cursan el
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seminario de sistemas biolégicos de la Licenciatura en Quimica de la Universidad
Pedagdgica Nacional. Se tuvo en cuenta instrumentos preinstruccionales de ideas
previas, e instrumentos postintruccionales, material didactico y fichas de valoracion
de instrumentos de analisis. Como resultado final del trabajo de grado, se manifiesta
que a través de la unidad didactica titulada “los alcaloides y flavonoides: sustancias
quimicas de origen vegetal implicadas en la salud humana”, se pretendio incentivar
al estudiante a lograr un proceso de aprendizaje representativo de la fitoquimica
que integre en su profesion docente.

Castillo; 2008 en su trabajo titulado aprendizaje de conceptos quimicos desde el
analisis fitoquimico del madrofio aplicando la ensefianza para la comprension
menciona que la investigacion relacionada con los procesos educativos ha llevado
a disefiar actividades de clase basadas en las personas en como las personas
aprenden. El disefio propuesto reconoce que las personas aprenden construyendo
su propio entendimiento en un proceso que involucra conocimientos previos y
experiencias, siguiendo un curriculo de aprendizaje. Este ciclo incluy6 la
exploracion, formacion de conceptos y aplicacion, discusion e interaccion con otros
reflejando su progreso en el aprendizaje, y evaluando su desempefio.
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4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo General.

Disefiar una unidad didactica para la ensefianza de conceptos en fitoquimica a
partir de un perfil quimico! de extractos etandlicos de las especies Croton
funckianus y Croton bogotanus (Euphorbiaceae.)

4.2. Objetivos especificos.

e Caracterizar los extractos obtenidos de una de las especies de Croton
mediante un analisis fitoquimico preliminar para determinar la posible
presencia de algunos nucleos de metabolitos secundarios.

e Evaluar la capacidad antioxidante, el contenido total de fenoles y flavonoides
de los extractos obtenidos mediante la captacion de radicales libres por
accion sobre DPPH, ensayo con el reactivo de Folin- Ciocalteau y cloruro de
aluminio respectivamente.

e Establecer la variabilidad quimica en un estudio preliminar respecto a los
componentes mayoritarios presentes en los extractos obtenidos mediante el
perfilamiento por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE).

e Disefiar estrategias de ensefianza y aprendizaje encaminadas a lograr un
cambio conceptual sobre conceptos asociados a la fitoquimica, en
estudiantes del Proyecto Curricular de Licenciatura en Biologia (PCLB).

1 Entiéndase que el perfil quimico corresponde a la cuantificacion de fenoles totales, flavonoides, capacidad antioxidante y el
analisis cromatografico por CLAE.
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5. MARCO REFERENCIAL.
5.1 Generalidades de la familia Euphorbiaceae y del género Croton.

En primera instancia se identifica que dentro de las ciencias naturales, la habilidad
de la observacion juega un papel importante a la hora de reconocer la biodiversidad
dentro de la cual estamos inmersos, compartimos y que este evento ha sido un
proceso evolutivo que ha ocurrido en la Tierra durante 3800 millones de afos, en
este orden de ideas esa habilidad de contemplar el fenobmeno de lo vivo, nos
conduce a reconocer que dentro del reino Plantae encontramos a un grupo en
particular que son las Euphorbiaceae las cuales son objeto de nuestro estudio. A
nivel morfolégico se puede identificar que son plantas que poseen una consistencia
desde herbaceo hasta arbéreo con la caracteristica de presentar exudado llamado
latex. Por otro lado, se ha citado en la bibliografia que las euforbiaceas son un
ejemplo para hablar de evolucion convergente con las cactaceas puesto que la gran
mayoria de las especies de esta familia poseen sustancias toxicas como una
estrategia evolutiva para defenderse de los depredadores de primer orden que son
los herbivoros.

Las hojas presentan una disposicion respecto al tallo opuestas o alternas mientras
que la composicion pueden llegar a ser simples, cuando menos a ser palmeadas,
otra caracteristica de este grupo es que presenta estipulas que pueden llegar a
transformarse en espinas o glandulas. Este grupo de plantas suelen formar a
menudo estructuras florares llamadas inflorescencias llamada cimosa o ciato que
es una estructura especializada en forma de copa que contiene glandulas a los
bordes dentro del cual hay numerosas flores reducidas a un estambre llamadas
flores estaminadas que se hallan rodeando a una unica flor central con pistilo. La
ecologia de la polinizacién de estas plantas puede ser por vectores biéticos como
lo son insectos del orden Diptera que se sienten atraidos por la segregacién de
sustancias. Estas flores por lo general tienen tendencia a la reduccion del nimero
de piezas por ende, son flores unisexuales y actinomorfas, es decir que poseen un
plano de division de forma radial (Fig. 1).

En términos cuantitativos, es una familia de contiene aproximadamente 300 géneros
y 7.500 especies de amplia distribucion en las regiones tropicales y templadas.
Algunos géneros importantes son Euphorbia (Euforbio o noche buena), Phyllantus
(600), Hevea (12) Para o arbol de hule en Brasil); Aleurites (2) Arbol de aceite de
Tung; Croton (700) aceite de Croton; Manihot (150) cazabe, mandioca, yuca,
tapioca; Acalypha (450); Ricinus (1) Higuerilla, ricino; Hippomane (5) (manzanillo);
Pedilanthus (14); Traiga (100); Sapium (120) yJatropha (175) (Cronquist; 1981).
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5.2 Clasificacion taxondmicay datos generales de las especies C.
funckianus y C. bogotanus.

CATEGORIA
DOMINIO
REINO
DIVISION
CLASE
ORDEN
FAMILIA

GENERO

ESPECIE

ESPECIE 1
Eukaria
Plantae

Magnoliophyta
Equisetopsida
Malpighiales
Euphorbiaceae

Croton L.

C. funckianus (Mull. Arg

1866)

ESPECIE 2
Eukaria
Plantae

Magnoliophyta
Equisetopsida
Malpighiales
Euphorbiaceae

Croton L.

C. bogotanus (Cuatrec;

1935)

Tabla 4: Clasificacién Taxonémica de las especies sometidas a estudio, clasificaciéon basada en el sistema de clasificacion
APG Il

Fig. 1: Hojas, frutos e inflorescencia de la especie C. funckianus. Fotos tomadas por Andrés Castiblanco.
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Reconocimiento en campo: Hierbas, arbustos, o arboles; a menudo con savia
lechosa; principalmente hojas alternas, flores unisexuales; ovario supero y
usualmente trilocular, 6vulos con frecuencia con una caruncula flores de tipo
“Euphorbia” (CA°® CO°A! G% o (CA° CO°A° G_3); las flores de distinto tipo (CA °
05 COO°5A1'°° GO) (CA 0o5 CoooSAl-co G_S)

El sangregado (Croton) son &rboles ornamentales que se siembran en parques y
jardines. Alcanza los 30 m de altura y su tronco los 70 cm de diametro, la corteza
es grisacea, lisa y produce un exudado rojizo. El fruto es una cdpsula globosa, sus
colores van desde el verde claro hasta el rojizo al madurar, se abren por si solos
(dehiscentes) en tres valvas y contienen tres semillas. Las semillas son de color
crema, tienen 1 cm de longitud por 5 mm de ancho y presentan en uno de los
extremos una pequefia carnosidad blanca que atrae las aves.

5.3 Distribucion del género Croton en Colombia.

Segun Murillo; 1999 Croton, es el segundo género con mas riqueza y abundancia
dentro de la familia Euphorbiaceae, con un niamero aproximado de cerca de 800
especies de distribucidon pantropical. Para Colombia, los primeros registros del
género se remontan a los trabajos de Croizant a partir de los afios 1940, 1943, 1944
y 1954 donde los avances en estas investigaciones dieron como resultado el
conocimiento para la comunidad académica 13 nuevas especies y se hizo una
discusién taxondmica y biogeogréfica con las especies relacionadas. En la
actualidad aun no se encuentran revisiones actualizadas de Croton.

En términos cuantitativos, a partir de la investigacion desarrollada por Murillo; 1999,
en Colombia se registraron 83 especies de Croton distribuidas en 19 departamentos
de las regiones Caribe, Andina y Amazonica. En comparacion con otros paises del
tropico se llegé a la conclusion preliminar que nuestro pais posee la mayor
diversidad de especies con un 10.5%, después de Brasil y seguida por Venezuela
con un 8.4% (Fig. 2). Por otro lado la familia es cosmopolita con un mayor nimero
de especies en la zona tropical. Esta familia se encuentra principalmente en los
tropicos, con la mayoria de especies distribuida por la regién Indo — Himalaya y la
Ameérica tropical. Hay una amplia variedad en el Africa tropical, aunque no tan
abundante y variada como en las otras dos regiones.
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DISTRIBUCION DEL GENERO Croton EN
ALGUNOS PAISES NEOTROPICALES
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Paises de Centro y Sur America. Adaptacion de Murillo; 1999

Fig. 2: Distribucién del genero Croton en paises neotropicales. Adaptado de Murillo; 1999.

5.4 Flavonoides.

Los flavonoides son un grupo de sustancias que se encuentran en las plantas cuyas
estructuras se derivan del nacleo aromatico flavano o 2-fenilbenzopirano. También
son compuestos de la serie Ce—C3—Cs por lo que su esqueleto de carbonos consiste
en dos grupos Ce que son anillos de benceno sustituidos por una cadena alifatica
de tres carbonos (Dominguez; 1973) (Fig. 3).

Fig. 3: Estructura basica de un flavonoide
(Dominguez; 1973).

Dentro de la funcidon biolégica de los flavonoides, algunos de estos suelen ser
incoloros y acumularse en las capas mas superficiales de las plantas y captan hasta
el 90% de las radiaciones impidiendo los efectos nocivos de estas radiaciones en
los tejidos internos. Algunos flavonoides como taninos, protegen a las plantas
generando sabores desagradables para los herbivoros, principalmente amargos o
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texturas que suelen resultar desagradables para los herbivoros, que se ven
estimulados a elegir otras plantas. Las plantas mutantes no poseen la enzima
chalcona sintasa que forma parte de la via biosintética de los flavonoides, muestran
un crecimiento irregular debido a una deficiencia en el transporte de la auxina a
través de la planta, probablemente esa deficiencia se deba a la ausencia de ese
flavonoide en la planta mutante (Barba; 1997).

Muchos flavonoides son componentes de pigmentos de las flores y hojas que le
confieren coloraciones atrayentes de insectos, con lo que la funcibn de muchos
flavonoides seria la de atraer polinizadores hacia las flores. Las plantas carnivoras
como Dionaea muscipula poseen antocianinas en sus hojas y flores y cumplen una
funcién de atraccion de los insectos los cuales le provee de alimento. Algunos
flavonoides confieren aromas y colores a los frutos que los hacen mas apetecibles
para los herbivoros que se alimentan de ellos cumpliendo asi una funcion de
dispersion de semillas (Dominguez; 1973).

5.5 Etnobotanica.

El exudado del sangregado es uno de los productos mas utilizados a nivel popular
en las zonas tropicales hiumedas de Centro y Suramérica. Las primeras referencias
escritas datan del siglo XVII, cuando el naturalista espafiol Cobo conocié las
propiedades curativas del latex, ampliamente utilizado por las tribus indigenas de
México, Peru y Ecuador (Risco et al., 2005).

A nivel popular se usa fundamentalmente como cicatrizante por sus propiedades
antiinflamatorias, antisépticas y hemostaticas y como antidiarreico (Pieters; 1992)
También en el tratamiento de ulceras gastrointestinales, célicos uterinos, retencién
de orina y como anticancerigeno. Algunas poblaciones indigenas lo han utilizado
para el tratamiento de fiebres de origen digestivo, bafos vaginales antes del parto,
en el caso de hemorragias postparto y para tratar diferentes afecciones de la piel
(Risco et al., 1995) Generalmente, en la medicina popular se utilizan alrededor de 8
gotas (aunque se alcanzan incluso dosis de 20 a 30 gotas), aplicadas directamente
sobre la piel o administradas via oral, para lo cual se suele afiadir a una infusion de
la planta aromética. En los paises de origen resulta habitual encontrar este latex en
diferentes presentaciones, tanto en forma liquida como incorporado a diversos
preparados.

Los compuestos en Croton podrian ser la base de importantes datos de caracter
sistematico que ayudarian o posibilitarian resolver relaciones filogenéticas del
grupo. Ademas, el amplio rango y diversidad de compuestos como alcaloides,
terpenos y otros compuestos quimicos poseen altas propiedades de caracter
econdémico lo cual posibilitarian proveer a las industrias farmacéuticas nuevos
productos para el tratamiento de diferentes enfermedades. El aceite de Croton, que
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alguna vez se emple6 como purgante, se obtiene las semillas de C. tiglium
(Cronquist; 1981).

5.6 Unidad didactica.

El concepto que se adopta dentro de este trabajo es el propuesto por Mosquera et
al., 2012 que hacen referencia a que el disefio de las unidades didacticas se asume
como un proyecto curricular en profundidad, planteado como hipétesis que orienta
y facilita el desarrollo practico y obedece a una necesidad sentida de un profesional
de la educacion y de la ensefianza. La unidad didactica esta formada por unidades,
cada una de las cuales tienen unos objetivos de aprendizaje especificos, una
secuencia que esta formada por sesiones de clase y estas a su vez por un conjunto
de actividades mediante una actividad central alrededor de la cual se planifican las
demas.

Se puede observar varias propuestas para el disefio de unidades didacticas, pero
de forma general cada una debe intentar reflejar lo que puede ser la preparacion de
un curso: desde la clarificacion de los contenidos cientificos, el disefio de
actividades, pasando por la discusion de los problemas didacticos que pueden
aparecer abordando en su maximo nivel la concrecion para todos los elementos del
curriculo: el que, el como ensefar y cuando ensefiar, como evaluar (San Marti;
2002).

Dentro de este marco es importante disefiar la ensefianza como un proceso a través
del cual unos modelos iniciales pueden evolucionar hacia unos modelos planteados
desde el referente de la ciencia actual, esta implica generalmente:

e Afrontar el estudio de un problema relevante socialmente y que pueda ser
analizado desde un modelo cientifico importante.

e Promover que los estudiantes identifiquen formas de ver y conceptualizar el
fenébmeno o fenbmenos de la ciencia y reconozcan nuevas relaciones,
analogias formas de hablar etc.

e Valorar la diversidad de formas de pensar y de evolucionar que se dé desde
el aula como un factor de rigueza colectiva.

En este sentido la UD pretende lograr cambios en las ideas de expresadas por parte
de los estudiantes, que sean significativas para los alumnos de manera que
expliqguen mas observaciones y mejor. Esta concepcion hace referencia a que no
es necesario repetir conceptos, sino aplicarlos a situaciones cotidianas por ejemplo
a la funcion que cumple un metabolito secundario en el crecimiento y desarrollo de
los vegetales.
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Con el fin de aplicar la anterior idea se pretende hacer uso de la modelizacion del
uso de fendbmenos, este planteamiento considera la ensefianza como el conjunto de
acciones que promueve el profesorado para fortalecer el proceso de modelizaciéon
que realizan los estudiantes con la finalidad de dar sentido a los hechos del mundo,
un sentido que ha de tender a ser coherente con el conocimiento cientifico actual.

La seleccion de contenidos debe hacerse de forma que sean muy significativos y
posibiliten la comprension de fendbmenos y conceptos. Hasta hace pocos afios la
seleccion de contenidos que se seleccionaban era basicamente en funcién de las
necesidades previstas para que algunos estudiantes siguieran con éxito sus
estudios posteriores. Actualmente, al generalizarse una educacion basica para toda
la poblacion, es necesario plantearse la ensefianza de contenidos relevantes para
comprender fendmenos, problemas cotidianos y ser capaz de actuar
coherentemente. Comprender fendmenos reales exige identificar multiples variables
y la complejidad de sus interrelaciones (San Marti; 2002).
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6. DISENO METODOLOGICO.

Todo el proceso metodoldgico estuvo acompafado de una exhaustiva y permanente
revision bibliografica. La metodologia corresponde a la clasificacion, extraccion y
cuantificacion del contenido total de fenoles, flavonoides, la evaluacion de la
actividad antioxidante y el analisis cromatografico por CLAE de los 14 extractos de
C. funckianus y C. bogotanus colectados en Bogota y sus alrededores (Fig. 4).

MUESTREO

Paso 2

Clasificacion

Paso 3

Extraccion

Paso 4

Estandarizacion
Andlisis Fitoquimico (g Paso 5—— [ Analisis HPLC
Preliminar
De_tgrminacic_)n Qe la
| Actividad Antioxidante
Flavonoides < Metabolitos |
(Folin-Ciucalteu) t‘TO Metodo

Fenoles Totales DPPH
AICI3

Fig. 4: Disefio metodoldgico.

6.1 Estandarizacion de las técnicas utilizadas.

Para la cuantificacion del contenido total de fenoles, flavonoides se utilizaron los
métodos descritos a continuacion, previa estandarizacion a las condiciones de
laboratorio mediante la construccion de curvas de calibracion correspondiente.

Para el caso del contenido total de fenoles se utilizé el método de Folin—Ciocalteau

(Jimoh et al., 2011) cuya curva de calibracion se construy6 utilizando acido galico
como patron en el rango lineal de la Ley de Lambert-Beer. De igual manera, para
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hallar el contenido de flavonoides se utilizé el método descrito por Jimoh et al., 2011
cuya curva de calibracion se construy6 usando quercetina como patron.

6.2 Muestreo y clasificacion.

Se colectaron 5 muestras de la especie Croton funckianus en una zona de bosque
natural ubicado en la vereda Bosachoque (Fusagasuga-Colombia) y 9 muestras de
la especie Croton bogotanus en las localidades de Chapinero y Teusaquillo de la
ciudad de Bogota D.C. (Colombia), para un total de 14 muestras. Las especies
colectadas se determinaron en el Herbario Nacional Colombiano (COL) del Instituto
de Ciencias Naturales (ICN) de la Universidad Nacional de Colombia— Sede
Bogotal, en donde reposan los ejemplares con su respectivo numero de radicacion.

6.3 Procesamiento del material vegetal y elaboracion de los extractos
etandlicos.

El material vegetal colectado se sometié a un proceso de secado a temperatura
ambiente por aproximadamente 8 dias, posteriormente se seleccionaron las hojas
secas sin peciolo, se pasaron por un homogenizador con el fin de fragmentar el
material vegetal y se registré el peso seco de cada muestra. El material vegetal fue
depositado en frascos de vidrio y se le adicion6 como solvente de extraccidon etanol
al 96% en cantidad suficiente para cubrir el material vegetal. Para la obtencion del
extracto se filtr6 cada una de las muestras y el etanol se evapor6 mediante
rotaevaporacion con el equipo IKA RV-10 Control, el extracto recuperado se seco
en un horno a 37°C. Este procedimiento se realizé al menos 10 veces para cada
muestra.

Una vez obtenidos los extractos vegetales se prepard para cada una de las
muestras una solucién de trabajo de 2,5 mg/ml en etanol absoluto y se procedié a
realizar las pruebas de capacidad antioxidante, contenido polifenélico y flavonoides
totales, para el casi del analisis fitoquimico preliminar se describe a continuacion.

6.4 Andlisis Fitoquimico Preliminar (AFP).

Para realizar el AFP, se utilizo la metodologia propuesta por Sanabria; 1983, la cual
se divide en tres etapas: 1. Procesamiento del material vegetal, 2. Obtencion de los
extractos etandlicos y 3. Pruebas de identificacion de algunos metabolitos
secundarios, en este caso, se realizaron pruebas para alcaloides, flavonoides,
taninos y carotenoides. Inicialmente se disolvieron 10g de extracto seco en 10ml de
Pb (C2H302)2, esta solucion inicial se centrifugé a 2000 rpm durante 8 minutos con
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el fin de precipitar las clorofilas, esta solucién fue empleada para la identificacion de
metabolitos secundarios.

6.4.1 Alcaloides.

Se realizaron pruebas de precipitacion en medio acido utilizando para ellos los
siguientes reactivos con su correspondiente método: Inicialmente 4ml de la solucién
inicial se disolvieron en 100ml de HCI, se agito y se filtr6 hasta quedar
completamente transparente.

Dragendorft: Se tom6 1ml de la solucién inicial y se depositdé en un tubo de ensayo
mas 10ml del reactivo de Dragendorft el cual presentaba 8g de Bi(NOs3)s3
pentahidratado en 20ml de HNOs y 27.2g de Kl en 50ml de agua destilada. Se
mezclaron las soluciones y se afiadieron al tubo de ensayo.

Wagner: El reactivo de Wagner contenia 1.27g de | y 2g de Kl disueltos en 20ml de
agua destilada, se adicion6 10ml al segundo tubo de ensayo; y

Reactivo de Hager que fue una solucién saturada de acido picrico en agua, de igual
manera, se afladié 10ml del reactivo por las paredes del tercer tubo de ensayo
(Sanabria; 1983).

6.4.2 Flavonoides.

A 1ml de la solucion inicial se le realizé la reaccion de Cianidina o Shinoda
(coloracion roja con Mg en polvo + HCI concentrado al 5%) la cual es positiva para
y-benzopironas. Se llevd a cabo sobre una placa de excavado (Sanabria; 1983).

6.4.3 Taninos.

Para la identificacion de taninos se realizaron dos pruebas: la primera se llevé a
cabo con Pb (C2H302)2agregando a un 1ml de la solucion inicial 5 ml del reactivo.
La segunda se lleva a cabo en una placa de excavado en donde a 1ml de la solucion
inicial se le adicion6 5ml de FeCls, ambas reacciones posibilitan detectar la
presencia de polifenoles, con lo cual se obtienen coloraciones rojas, azules (taninos
derivados del acido galico) o verdes (derivados del acido protocatético) (Sanabria;
1983).
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6.4.4 Carotenoides.

A 1ml de la solucion inicial presente en un tubo de ensayo se le adiciono lentamente
por las paredes 1ml de acido sulfarico al 85%. Observar una coloracion azul en la
interfase (Sanabria; 1983).

6.5 Cuantificacion de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales en los extractos se determiné siguiendo el método
Folin-Ciocalteau (RFC) con algunas modificaciones (Durst & Wrolstad; 2001). En
una celda de espectrofotometro de 1 cm de paso Optico, se adicion6 una alicuota
de 25l del extracto etandlico (2.5 mg/ml) y 175ul de etanol. Posteriormente se le
adicionaron 400pul del RFC al 10% y 1500ul de carbonato de sodio 7.35%. La mezcla
se homogeniz6 en un vortex durante 10 minutos y se dejé reposar durante 2 horas
en oscuridad. Se leyé la absorbancia por triplicado a 765nm utilizando el
espectrofotometro Spectroquant® Pharo 300M. Los valores de la absorbancia
obtenidos fueron interpolados en la curva de calibracion construida en funcion del
acido galico. El contenido final de fenoles totales se expresé en mg equivalentes de
acido galico por kilogramo de material seco (Jimoh et al; 2011).

6.6 Cuantificacion de flavonoides.

El contenido de flavonoides en los extractos se determin6 siguiendo el método de
reaccion con Tricloruro de Aluminio con algunas modificaciones (Bernal et al; 2013).
Se llevo una alicuota de 50ul del extracto (2.5mg/ml) en una celda de 1 cm de paso
Optico. Se adicionaron 1650ul de etanol, 150ul de tricloruro de aluminio (AICI3) y
150ul de acetato de sodio 0.1M. Se agitd y se dejo en oscuridad durante 40 minutos.
Se ley6 la absorbancia por triplicado a 420 nm. Los valores de la absorbancia
obtenidos fueron interpolados en la curva de calibracion previamente construida en
funcién de la concentracién de quercetina. La concentracion se expresé en mg
equivalentes de quercetina por kilogramo de material seco.

6.7 Determinacion de la capacidad antioxidante.

Este método desarrollado por Brand-Williams; 1995 se basa en la reduccion de la
absorbancia media a 515 nm del radical DPPH por antioxidantes. Para este ensayo
se prepard inicialmente una disolucion de 0.1mM de DPPH en etanol cuya
absorbancia fue medida a 517 nm, la solucion de trabajo debi6 estar dentro un rango
de 0,8 a 0,008 nm. Una vez preparada la solucién de trabajo, se tomaron cinco
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volimenes del extracto vegetal (5ul, 15ul, 25ul, 35ul y 50ul) llevando a volumen de
50 ul en una celda de espectrofotémetro de 1 cm de paso Optico adicionando etanol.
Se adicion6 posteriormente 1950pl de la solucion de trabajo DPPH para la obtencién
de un volumen final de 2000ul. Cada una de las concentraciones se realiz por
triplicado y se encub6 en oscuridad 30 minutos. Se leyo la absorbancia por triplicado
a 517 nm en un espectrofotdbmetro marca Spectroquant® Pharo 300M.

6.8 Analisis de los extractos por CLAE.

El analisis de los datos se realiz6 usando el programa LC Solution, proveido por el
software del cromatégrafo Shimadzu Prominence UFLC equipado con una bomba
LC-20 AD Series, un detector de arreglo de diodos (multilongitud de onda) SPD-
M20A y un automuestreador SIL 20-A (Velasquez; 2013), que actualmente se
encuentra en el laboratorio de quimica organica “Bioorganica” de la Universidad
Militar Nueva Granada. El analisis cromatografico se realiz6 con una columna
Premiere C-18 (150 x 4.6 nm). La monitorizacién simultanea se realizé a 470 nm a
una velocidad de flujo de 0.7 ml/min, la temperatura de funcionamiento fue de 30°C
y un volumen de inyeccién de 0.5 pl.

Para la estandarizacion del método, se utilizd6 como fase A una disolucién de TFA:
0.005% en H:Odestilada grado analitico para HPLC. Como fase B se utiliz6
Acetonitrilo a diferentes concentraciones segun el tiempo de duracion (22 minutos)
del método en gradiente de elusién.

6.9 Criterios de validez y confiabilidad.

Los resultados para el contenido de fenoles totales y flavonoides estan
representados como el promedio del metabolito secundario hallado. Para el analisis
de la actividad antioxidante se emplea el software PRISM GraphPad 5.0 ® con el
cual se hall6 el ICso (indice de inhibicion media) de cada uno de los extractos
etandlicos. Asi mismo, se realiz6 una prueba ANOVA con el fin de encontrar
diferencias significativas entre los datos y una prueba TUKEY para establecer
correlaciones entre todos los datos utilizando el software version 2014. El
cromatograma del método HPLC se disefié en el software ORIGIN 9.0, mientras
que para el analisis de componentes principales se empleo el paquete estadistico
SIMCA versién 13.0. 332.
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6.10 Realizacion de la unidad didactica.

El modelo seleccionado para el disefio de la unidad didactica orientada a la
ensefianza y aprendizaje de los conceptos fitoquimica y metabolitos secundarios,
utilizando un grupo de moléculas de interés biologico (flavonoides) y validado por
medio de comunicacion oral y un trabajo experimental con los estudiantes de la
facultad de Ciencia y Tecnologia inscritos en el componente electivo “mundo de las
plantas” ofertado por la linea de investigacion Ensefianza y Aprendizaje de la
Botanica de la Universidad Pedagdgica Nacional. El disefio tiene un doble propésito:
en primer lugar proporcionar referencias tedricas que puedan fundamentar la toma
de decisiones del profesor en la planificacién y en segundo lugar, facilitar un
procedimiento para abordar cada una de las tareas propuestas. Por esta razon, se
presentara en cada modulo de la unidad un analisis didactico en la seleccion de
contenidos, objetivos de ensefianza, la seleccion de estrategias didacticas como
pilares necesarios en el disefio de la unidad didactica.

6.10.1 Fase de construccion y disefio de la unidad didactica.

Todo proceso de formacion parte de un disefio curricular cuyos ejes son los planes
y programas de estudio., Es importante considerar que el disefio de la unidad
didactica parta de los propdésitos y aprendizajes esperados mismos que guian la
practica educativa a partir de actividades y estrategias que consideren pertinentes
para alcanzar las metas propuestas.

Es importante sefialar que una vez construida las unidad didactica y su puesta en
marcha en el espacio académico, es necesaria una presentacion de la misma por
parte del maestro, sefialando el bloque en el que se encuadra, asi como de los
propasitos y los aprendizajes esperados, a fin de proporcionar un panorama general
de los aspectos a abordar en el proceso educativo. En este sentido es pertinente,
dar a conocer al estudiante la estructura légica de la unidad didactica o conjunto de
actividades relacionadas y secuenciadas que se van a trabajar en el aula o
laboratorio, esto se sugiere con la intension de lograr que los estudiantes conozcan
la orientacion y los fines de la actividad que el profesor plantea, a fin de promover
su comprension y participacion en el proceso educativo (Diaz y Hernandez; 2002).

La unidad didactica debera partir de un enunciado que brinde una panoramica del
proceso a realizar, que ilustre las expectativas o intencionalidades formativas
gue se pretende lograr. Este elemento es sustancial en la propuesta de unidad
didactica sin embargo deberd ir acompafiado de un conjunto de actividades
secuenciadas que permitan abordar en profundidad los contenidos de cada unidad
de referencia. En términos generales el enunciado solicitado, parte del hecho de
sefialar el problema concreto a trabajar en el aula o laboratorio, a partir del
desarrollo de procesos técnicos, la resolucion de problemas y el trabajo por
proyectos como préacticas de laboratorio.
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La propuesta de las actividades secuenciadas deberd contar con una explicacion
detallada de los ejercicios o tareas a realizar, durante las diferentes sesiones que
ocupe la unidad, a través de las cuales se alcanzaran los propoésitos definidos. Una
vez definidas el conjunto de actividades que integran la unidad didactica, es
necesario sefalar los propositos especificos para cada una de las actividades
propuestas, los cuales deberan alinearse con los propdésitos del bloque de referencia
(Diaz y Hernandez; 2002).

La unidad didactica tendra que sefalar los materiales y recursos didacticos a
emplear en las actividades propuestas a lo largo de la unidad didactica. En este
sentido entran a evaluacion y consenso las referencias bibliografias, equipos y
material de laboratorio empleados por el maestro para realizar las practicas de
laboratorio. Finalmente, los tiempos que se prevén para el desarrollo de las
actividades programadas en la unidad didactica. Es importante sefialar que los
tiempos seran definidos segun su pertinencia de acuerdo al nivel de profundizaciéon
que se pretende lograr o por el tipo de actividad propuesta.
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7. RESULTADOS: ANALISIS Y DISCUSION.

En el siguiente apartado se expondran los resultados obtenidos a partir del estudio
fitoquimico preliminar de las especies C. funckianus y C. bogotanus desde la
recoleccion del material vegetal hasta el fraccionamiento de los extractos etandlicos
depurados con el fin de elucidar algunos de los compuestos mayoritarios de las
especies por medio de la metodologia CLAE.

7.1 Recoleccién del material vegetal.

Se colectaron 14 muestras en total, 5 muestras correspondientes a individuos
pertenecientes a C. funckianus y 9 muestras pertenecientes a C. bogotanus,
llevando un registro de la geoposicion de cada arbol. Las muestras de C. funckianus
se colectaron en el municipio de Fusagasugd, (Cundinamarca — Colombia) vereda
Bosachoque (bosque natural) con coordenadas: Vereda Bosachoque Km 5 Via
Fusagasuga, Bosque Villa Rita. Las muestras de Croton bogotanus se colectaron
en las localidades de Chapinero y Teusaquillo correspondientes a la ciudad de
Bogota D.C. (Colombia). Cada una de las especies colectadas se prepararon
especimenes de herbario, los cuales de determinaron en el Herbario Nacional
Colombiano (COL) del Instituto de Ciencias Naturales (ICN) de la Universidad
Nacional de Colombia — Sede Bogota-, en donde reposan los ejemplares con su
respectivo niumero de radicaciéon. En las fig. 5 a 7 se muestran los sitios de
recoleccion de las especies, mapas obtenidos por la aplicacién de Google Earth.

‘Sabaneta’

> T ‘ 5
Fusagasuga® :
. i "

= JgSitiode ColectaNo. 1.
. 7 2 &
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‘Fusagasuga ki

S Tl S Google earth

Fig. 5: Posicion geografica de la coleccién de las especies de Croton en el municipio de Fusagasuga, Ubicado en el
departamento de Cundinamarca. Colombia.
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Fig. 6: Posicion geografica de la coleccion de las especies de Croton bogotanus (CB1: Rojo, CB2: Morado)en el sector
de la séptima. Ubicado en Bogota. Colombia.
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Fig. 7: Posicion geografica de la coleccién de las especies de Croton bogotanus (CB4: Rojo, CB5: Negro, CB6: Azul,
CB7: Morado, CB8: Azul claro CB9: Violeta y CB10: Naranja) en la zona del Park Way, Ubicado en la localidad de

Teusaquillo, Bogoté. Colombia.

En la tabla 5 se ilustra las coordenadas de los sitios de recoleccion del material

vegetal.



POSICION GEOGRAFICA DE LOS DIFERENTES SITIOS DE RECOLECCION DEL
MATERIAL VEGETAL.

Especie Ubicacion Latitud Longitud

C. funckianus Fusagasuga 4°20' 37.71" N 4°21'42.89” O
C. bogotanus CB1 Séptima 4°8'39.5604” N 74°1'51.7974°0
C. bogotanus CB2 Séptima 4°8'39.5604” N 74°1'51.7974°0
C. bogotanus CB4 Park Way 4°40'39.2052” N 74°2'36.6634" O
C. bogotanus CB5 Park Way 4°40'47.7192" N 74°2'39.9264" O
C. bogotanus CB6 Park Way 4°41'14.7870" N 74°3'28.3494" O
C. bogotanus CB7 Park Way 4°37'38.7228" N 74°4'31.1340" O
C. bogotanus CB8 Park Way 4°37'41.6676" N 74°4'31.5726" O
C. bogotanus CB9 Park Way 4°37'41.6676" N 74°4'31.5726" O
C. bogotanus CB10 Park Way 4°37'38,4162" N 74°4'31.3630" O

Tabla 5: Posicion geografica de los sitios de recoleccién del material vegetal. Informacién suministrada por el Global
Position System (GPS).

7.2 Elaboracién de los extractos etandlicos y obtencion de los extractos

Secos.

Segun los protocolos estandarizados en el laboratorio de Quimica Organica
(Bioorgénica) de la Universidad Militar Nueva Granada, en primera instancia
después de colectado el material se dispuso el mismo en unas bandejas para su
secado a temperatura ambiente durante un tiempo aproximado de 3 a 8 dias.
Posteriormente, para la reduccion del tamafio de las hojas secas se utiliz6 un
homogenizador para facilitar la extraccién de los compuestos quimicos. El material
homogenizado se depositd en bolsas transparentes Ziploc para luego pesarlo y
obtener asi el resultado final del total de material seco. En la Fig. 8 se muestran
algunos de los materiales homogenizados y almacenados.

Fig.8: Algunas muestras del material vegetal
homogenizado para la elaboracién de los extractos

etandlicos.

52



El siguiente paso fue la obtencion de los extractos etandlicos, empleando como
solvente organico etanol (EtaOH) con una concentracion al 96%, se empleo este
solvente ya que es el que tiene mas polaridad con compuestos organicos de
origen vegetal ademas de que es el menos toxico. El procedimiento fue depositar
el material vegetal homogenizado en frascos de vidrio y posteriormente se
agrego el solvente de tal manera que quede cubriendo méas de la mitad de la
muestra vegetal. Se dej6é aproximadamente entre 5 a 10 dias para que el
solvente fuese retirando la gran mayoria de los compuestos.

Teniendo el material vegetal en presencia de EtaOH, el siguiente paso fue la
extraccion de los compuestos presentes en los extractos etandlicos empleando
un rotaevaporador automatico marca IKA modelo RV10-CONTROL. Para la
realizacion de este procedimiento inicialmente se filtré el extracto etandlico en
un balon de 500 ml, posteriormente este es colocado en el rotaevaporador con
un tiempo aproximado de una hora hasta que el liquido presente en el bal6n no
se encuentre. Cabe resaltar que como el equipo es de modo automatico para la
extraccion del etanol se debid llevar a cabo a una temperatura de 40°C, con una
presion de 120 ba (bares) a 100 rpm (Fig. 9).

Luego del proceso de rotaevaporacion el contenido resultante en el balon es
retirado con EtaOH y se deposita en frascos de vidrio para su secado en un
horno a temperatura de 40°C, procedimiento que da como resultado la
obtencidén de los extractos secos y empleados para el andlisis de fenoles totales,
flavonoides, actividad antioxidante y analisis por CLAE.

Fig. 9: En la primera imagen se observa los
extractos etandlicos. Equipo actualmente presente
enla UMN.G.
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En la fig. 10 se muestra una relacion entre el material homogenizado y el material
seco después de rotaevaporado y secado en el horno.

Relacion entre el material homogenizado y el extracto seco.
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Fig. 10: Relacion entre los pesos finales del material vegetal homogenizado y el peso final de los extractos secos después
de rotaevaporados. Cantidad dada en gramos con barras de error del 5%. (MH: Material Homogenizado, MS: Material
Seco).

Como se puede evidenciar en la fig. 10, existen algunas diferencias significativas en
cuanto a los resultados finales de los extractos homogenizados y los extractos secos
después de rotaevaporados. Las iniciales CF corresponden a los extractos
etandlicos derivados de las especie C. funckianus, mientras que los extractos
derivados de la especie C. bogotanus se encuentran representados por las iniciales
CB.

Analizando las barras de los extractos homogenizados, se identifica que las
muestras CFi1, CF2, CF3 y CF4 son los extractos mayoritarios pues son los que
contienen entre un 55 y 65% de material vegetal al igual que las muestras CBo y
CBio. Incluso la CBg es la que posee mayor contenido con aproximadamente 729
de material. De igual manera, de estos mismos extractos se obtuvo la mayor
cantidad de extracto seco aunque los pesos finales no superan los 20g excepto los
extractos CFs4 y CFs que no superan aproximadamente los 10g. Las muestras
vegetales que poseen registrados los pesos mas bajos son los que se encuentran
dentro del rango de 22g a 45g, los cuales se encuentran presentes en las muestras
CB1, CB2, CB4, CBs, CBs. CB7 y CBs.

54



7.3 Andlisis fitoquimico preliminar (A.F.P).

El presente A.F.P de las hojas de C, funckianus se partié de un extracto etandlico
seco puesto que este solvente tiene la capacidad de extraer compuestos de una
amplia gama de polaridades, ademas de ser la menos costosa y tOxica. La
metodologia para este analisis fue previamente estandarizada por Sanabria; 1983
y contempla la deteccién de los metabolitos secundarios generalmente relacionados
con actividades biologicas.

La marcha fitoquimica preliminar consistié en un conjunto de pruebas de coloracion
y/o precipitacion que nos dan el indicio de los posibles tipos de metabolitos
secundarios que se encontraron en el extracto etandlico seco. Esta marcha se
realiz6 con el extracto de la muestra C. funckianus (CFi1) con pruebas de
identificacion para taninos, flavonoides, carotenoides y alcaloides (Sanabria; 1983),
(Bilbao; 1997), (Shenoy et al., 2009), para la comparacion de estos resultados se
utilizaron controles positivos.

A continuacion se presenta la discusion de los resultados consignados en la tabla
6, en relacion a las hojas de las especie C. funckianus. Este analisis fue guiado por
la M.Sc Juliana Cardona, asociada a la facultad de Ingenieria de la Universidad
Militar Nueva Gradada en las instalaciones del Instituto Amazoénico de
Investigaciones Cientificas (SINCHI), ubicado en el centro de la cuidad de Bogota
en Marzo de 2014.

ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR
METABOLITO PRUEBA HOJA RESULTADO
Dragendorft () No detectado.
Wagner (+) Presencia escasa.
Hager (+) Presencia escasa.
Alcaloides Filtrado A (+) Presencia escasa.
Filtrado B () No detectado.
Filtrado C (+) Presencia escasa.
Filtrado D ) No detectado.
. Prueba de Shinoda y con Presencia relativamente
Flavonoides . . (++)
Acido sulfurico. abundante.
: Prueba con Acetato de plomo Presencia relativamente
Taninos L (++)
y Cloruro Férrico. abundante.
Carotenoides Cloroformo,spbre acido O] No detectado
sulfdrico

Tabla 6: Resultados del A.F.P de las hojas de C. funckianus. Sanabria; 1983.
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Después de secado los extractos vegetales en el horno de secado, se cogio uno de
ellos para su respectivo analisis, en donde se tomo6 una porcion de 1ml el extracto
etandlico seco de C. funckianus en un tubo de Eppendorf con 1ml de Acetato de
Plomo (Pb (C2H302)2) para la precipitacion de clorofilas debido a que el extracto se
encontré concentrado y por ende no posibilitaba la elucidacion de los metabolitos
presentes (Sanabria; 1983) (Fig. 11).

Fig. 11: Se muestra la precipitacién de las clorofilas con
presencia de Acetato de Plomo, evidenciandose en el
precipitado del tubo de Eppendorf.

7.3.1 Alcaloides.

Para mirar la presencia o la ausencia de estos metabolitos se realizé con tres
pruebas diferentes cada una de ellas propuesta por Sanabria; 1983. Se realizé
inicialmente la de Wagner la cual es una solucién de yodo-yoduro de potasio.
Solucion de 12.7 g y 20 g de yoduro de potasio. Se evidencio la presencia de un
precipitado café con alcaloides. La segunda prueba fue la de Dragendorff, esta
contenia subnitrato de bismuto disuelto en 20 ml de HNOs3 y esta se afiadié a 289
de Kl en 50 ml de agua, en donde el reactivo formo un precipitado naranja-marron
con la mayoria de los alcaloides aunque no fue del 100% concluyente. La ultima de
las pruebas fue la reaccion de Hager (reaccion del &cido picrico) es una solucion
acuosa saturada de acido picrico da precipitados cristalinos de forma que permiten
la caracterizacion microquimica de los alcaloides, el resultado de la prueba fue
positiva (Tabla 7).

Uno de los mayores inconvenientes para realizar las pruebas de reconocimiento de
estos metabolitos, es la especificidad de las mismas, puesto que, uno de los
problemas al ejecutar este método es la formaciéon de falsos positivos, que se
pueden dar por lo general debido a la presencia de un grupo carbonilo a-8
insaturado, ademéas de posiciones oxigenadas cercanas a una alta densidad
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electronica (carbono beta unidos a grupos alquilo); por esta razoén, aunque las
pruebas para alcaloides dieron un resultado positivo al realizar la marcha fitoquimica
preliminar, no se puede afirmar completamente la presencia de estos en este
extracto por ende se procedi6 a realizar prueba de confirmacion para estos
metabolitos. (Tabla 8) (Chiappe; 2013).

Prueba de Wagner donde se
evidencia la formacion de un
precipitado café en el tubo de
ensayo, resultado de la prueba
positivo.

Prueba de Dragendorft donde
no se evidencia por completo
una coloracion amarilla, roja o
naranja. Resultado de la
prueba no concluyente

Prueba de Hagner donde se
observa una coloracion
amarilla dando como resultado
de la prueba positivo para la
presencia de alcaloides.

Tabla 7. Prueba inicial para la evaluacion de la presencia o ausencia de Alcaloides en C. funckianus.

Los alcaloides fueron el grupo de metabolitos secundarios que se encontraron
presentes en una concentracion relativamente baja, sin embargo, la cantidad del
precipitado obtenido fue proporcional a la concentracion de alcaloides en la muestra,
se puede inferir que las hojas son el 6rgano de la planta donde tiene lugar la mayor
acumulacion de alcaloides de acuerdo a la bibliografia (Carvajal et al., 2009),
aunque también cabe aclarar que se pueden encontrar tanto en tallos como en
semillas si se les evalua de una manera mas exhaustiva.

Es conocido que en las especies del género Croton se han encontrado diferentes
tipos de alcaloides derivados del nucleo de la tetrahidroprotoberberina como por
ejemplo la hemiargirina, aislada de la especie como Croton hemiargyreus ademas
gue se encuentran reportes de la presencia de alcaloides de tipo aporfinico como la
glaucina y la taspina (Carvajal et al., 2009).
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PRUEBA

RESULTADO

IMAGEN

Filtrado A

Extraccion con Acido clorhidrico (HCI)
con una concentracion al 5% el cual se
extrajo a una temperatura de 60° C. Se
genera una precipitacion al fondo del tubo
de Eppendorf. Al resultar positivo se
realiza la siguiente prueba con Hidréxido
de Sodio (NaOH), se filtra y se extrae con
cloroformo (CHCIs)

Filtrado B

Al realizase el procedimiento con
Hidroxido de Sodio (NaOH), se filtra y se
extrae con cloroformo (CHCIs3), la muestra
se pone a calentar para eliminar el
contenido de cloroformo y lo resultante se
extrajo con Acido clorhidrico y se filtré en
frio. Como resultado no mostro ninguna
reaccion del contenido en el tubo de
Eppendorf.

Filtrado C

Para obtener el resultado se extrajo de la
reaccion con Hidréxido de Sodio (NaOH),
y cloroformo (CHCIs) un volumen de 25
ml el cual se centrifugd y se formé la fase
acuosa, de esa fase se evaporo la fase
de cloroformo y el resultado se filtré para
luego agregar Acido clorhidrico al 5%
dando como resultado una precipitacion
en el fondo del tubo de Eppendorf,
arrojando como resultado la presencia de
alcaloides fendlicos.

Filtrado D

De los restos de la capa acuosa 1 se
llevé a un pH 2, se evapora y se filtra. Al
filtrado se le denomina D y se realiza la

prueba con &cido clorhidrico dando como
resultado negativo en la no formacion de
precipitados.

———

Tabla 8: Pruebas de confirmacion para evaluar la presencia de alcaloides.
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7.3.2 Flavonoides.

El AFP de las hojas de C. funckianus permiti6 comprobar también la presencia de
flavonoides en la especie ya que en el 6érgano a evaluar se obtuvieron resultados
positivos con la primera reaccion : Shinoda (Coloracién roja con Mg en polvo con
presencia de acido clorhidrico), lo anterior indica la presencia de flavonoides de tipo
flavona, flavondl, flavononas, flavanonol, isoflavonoide y leucoantocianidinas ya que
el anillo de Gamma benzopirona reaccionan en presencia de acido clorhidrico
concentrado y Magnesio (Carvajal et al.,, 2009). La segunda de las pruebas se
realiza con acido sulfurico (H2S04) arrojando resultado positivo evidenciado en la
formacién de precipitado amarillo debido a que las flavonas y flavonoles generan
ese color (fig. 12). Para esta prueba se toma como control positivo quercetina.

Fig. 12: Prueba para evaluar la presencia de flavonoides,
en el primer lugar de la placa de excavado se encuentra
el patron quercetina y en el dltimo lugar la presencia del

extracto de C. funckianus con coloraciéon amarilla.

7.3.3 Taninos.

Al extracto de C. funckianus se le realizaron dos pruebas, la primera de ellas se
llevé a cabo con Acetato de Plomo (Pb (C2H302)2) agregando 5ml del reactivo. Es
una reaccién para conocer polifenoles, por otro lado, los taninos reaccionaron con
una solucion de acetato de plomo, produciéndose turbidez o precipitado blanco. La
segunda prueba se realizé sobre una placa de excavado en donde a 1 ml del
extracto se agrega 5 ml de Cloruro Férrico (FeCls). Es reaccion es para conocer
polifenoles. Los taninos reaccionaron con una solucién acuosa de tricoluro férrico al
1% con lo cual se obtienen coloraciones intensas de color rojo, azul (taninos
derivados del acido galico) o verde (taninos derivados del protocatético) (Sanabria;
1983).

Los resultados positivos de estas pruebas nos infieren que en las hojas de la
especie se encuentra una cantidad de taninos producidos por la planta puesto que
las pruebas se basan en la propiedad que tienen estos compuestos de producir
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precipitados con sales de plomo y hierro, ademas de la formacion de soluciones
azules o negras al ser adicionado el cloruro férrico, esta Ultima prueba es especifica
para reconocer grupos fendlicos, dando coloracién azul para derivados del acido
gélico tal como se mencioné anteriormente (Chiappe; 2013) fig.13.

Fig. 13: Resultados de la segunda prueba realizada para
determinar la presencia de taninos.

7.3.4 Carotenoides.

Estos compuestos pertenecen al grupo de los isoprenoides. Los carotenoides son
compuestos amarillos, anaranjados o rojos ampliamente distribuidos en los reinos
animal y vegetal. En las plantas superiores se encuentran junto con las clorofilas.
Para la determinacion fitoquimica se realiza estratificando una solucion etérea o
cloroférmica del carotenoide sobre H2SOa4 del 85%, formandose en la zona de
separacion de ambas capas un color azul. Se realiz6 esta prueba con 1ml del
precipitado del extracto etandlico y se traspasa con una micropipeta a un tubo de
Eppendorf donde se le adiciona la solucion cloroférmica con acido sulfarico, dando
como resultado la no presencia de este compuesto pero si podria indicar la
presencia de otros compuestos como esteroides o triterpenoides basandonos en la
prueba de Liebermann-Buurchard, prueba que se basa en la formacion de
complejos coloreados o formacion en fases (Chiappe; 2013) fig. 14.
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Fig. 14: Prueba para carotenoides, se observa una fase
intermedia en medio de la solucién pero no se obtiene los
resultados esperados por la literatura reportada, deben
verse colores amarillos, naranjas o rojos pero como se
observa se ve es una coloracién oscura.

Para confirmar de alguna manera la posible presencia de compuestos fenélicos,
flavonoides y determinar de acuerdo a ellos una posible capacidad antioxidante, de
los extractos de Croton se realizaron las pruebas mediante métodos
convencionales, los cuales se describen en el siguiente item.

7.4 Contenido total de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante.

Los métodos de Folin-Ciocalteau de Jimoh et al; 2011en carbonato de sodio, con
Su previa estandarizacion permitieron determinar el contenido total de fenoles. El
contenido de flavonoides mediante la disolucién de cloruro de aluminio (AICI3) y
acetato de sodio Jimoh et al; 2011, posibilitaron determinar el contenido de
flavonoides presentes en los extractos etanodlicos (Fig. 15). Finalmente el reactivo
DPPH (Brand-Williams; 1995), mediante su decoloracion en presencia del extracto
permitié establecer la capacidad antioxidante del material vegetal trabajado.

Los datos obtenidos en las pruebas metodoldgicas de fenoles totales y flavonoides
se trataron estadisticamente para validar los datos obtenidos y fortalecer los
resultados asi como el andlisis de los mismos, para tal efecto se comienza hallando
el promedio equivalente en miligramos de acido galico sobre gramos del extracto
para fenoles y para flavonoides el promedio equivalente en miligramos de
guercetina sobre gramos del extracto. Los resultados obtenidos para la prueba de
capacidad antioxidante se analizaron mediante el software estadistico PRIMS 6.0 ®
para establecer el indice de inhibicion media (ICso).

61



Fig. 15: Extractos etandlicos empleados para el analisis del contenido total de fenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante.

Posteriormente, se realizO a los resultados obtenidos un andlisis de varianza
(ANOVA) mediante el paquete estadistico Infostat version 2014, lo que permitié
establecer que existe una diferencia significativa para cada prueba de cuantificacion
de fenoles, flavonoides e ICso al considerarse un p=0.05 para los datos. Ademas, se
aplicé una prueba TUKEY para determinar la diferencia significativa honesta (DSH),
que agrupo los datos de acuerdo a la homogeneidad de sus medias, grupos que
se designan con letras. A continuacion se presentan en la tabla 9 los valores
obtenidos.

Muestra Contenido total de Contendido_total ICeo
fenoles de flavonoides
CF1 205.9+1.76¢ 38.5+1.83¢d 13.55+2.012b
CF; 436.2+2.929 22.1+0.402b 10.78+1.562
CFs 247.0+1.29¢ 49.9+2.10¢% 32.56+2.9¢
CF, 271.1+4.98¢ 9.5+0.042 14.44+1.8420
CFs 261.6+2.95°¢ 49.7+2.18d% 10.1+1.122
CB; 124.1+1.700c 32.8+0.93bc 124.1+3.079
CB; 317.5+1.33f 9.2+0.06% 29.5442 .67 ¢
CB4 99.3+1.61 2 12.2+0.032 70.4+9.66%
CBs 319.9+2.47f 100.7+0.45f 2.871+8.682
CBs 149.2+2.24¢ 51.2+0.26% 19.87+2.59abc
CB+ 94.4 +1.77%2 64.1+1.79¢ 84.69+10.1¢f
CBs 146.0+2.61° 12.740.242 7.696+2.9442
CBy 78.2+0.752 42.1+2.72¢ 60.1+1.18¢4
CBio 106.1+1.183b 10.9+0.332 88.07+1.87f

Tabla 9: Contenido promedio de fenoles totales, flavonoides e ICs, de los 14 extractos etandlicos de C. funckianus y C.

bogotanus. Valores (z) intervalo de confianza como resultado de tres replicas. Resultados con la(s) misma (s) letra (s)

expresa (n) que no significativamente diferentes (P=0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey (grupos con igualdad de
varianzas).
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7.4.1 Contenido total de Fenoles.

En lafig. 16 se presenta el contenido de fenoles totales de las catorce (14) muestras
de Croton, de las cuales se puede observar que todas contienen fenoles, debido a
la presencia de compuestos aromaticos que poseen un grupo hidroxilo —OH unidos
a un anillo aromatico en su estructura; los cuales fueron detectados a 765 nm
mediante el espectrofotometro Spectroquant Pharo 300M gracias a la formacion de
los cromoforos basados en los cromoOgenos oOxidos de tungsteno (WsO23) vy
molibdeno (MosO23) obtenidos luego de la reaccion de los fenoles con el reactivo de
Folin-Ciocalteu puesto que, funciona midiendo la cantidad de la sustancia analizada
gue se necesita para inhibir la reaccion del reactivo (Vinson et al., 2005).

Se observa en la Fig. 16 que la muestra con el menor contenido de fenoles totales
es la muestra CBg con 78.2+0.30 mg AG/g EX, seguido de la muestra CB7 con 94.4
+0.71 mg AG/g Ex, agrupados por la prueba Tukey, datos que se observan en la
tabla 8 y en la figura 15, en el grupo a; mientras que las muestras con el mayor
contenido de fenoles totales son: CF2 con una concentracion de 436.2+1.17 mg
AG/g Ex seguida de la muestra CB2 con 319.9+0.54 mg AG/g Ex agrupados en dos
grupos diferentes, g y f respectivamente.

Las demas muestras poseen un contenido de fenoles totales entre los 100 mg AG/g
Ex hasta los 320 mg AG/g Ex como se puede evidenciar en la fig. 15, sin embargo
la prueba Tukey demostr6é que hubo diferencias significativas evidenciadas en la
agrupacion de las muestras: las muestras CB4y CBio son clasificadas en el grupo b
debido a su cercania a los 100 mg AG/g EXx, las muestras CB1, CBs y CBs fueron
clasificadas en el grupo c por contener un contenido de polifendles entre 124 y 149
mg AG/g Ex.

Se puede también apreciar en la fig. 16, que el contenido de fenoles totales en las
muestras evaluadas es independiente de la especie y su ubicacion geogréfica,
ademas se puede observar que las muestras que fueron tomadas en una misma
zona, como lo son las muestras CB1y CB2 colectadas en la zona de la séptima o las
muestras CBasa la CB1oen el Park Way poseen diferencias significativas entre si.

En comparacién con el estudio reportado por Méndez et al., 2014, el contenido de
fenoles totales evaluados a un extracto etandlico proveniente de hojas de la especie
Croton niveus colectada en el departamento del Atlantico (Colombia), demostr6 que
el contenido de polifendles evaluado mediante el método de Folin-Ciocalteu
presentd un contenido de 4812 mgEAG/ mg de extracto, un resultado inferior al
obtenido en nuestro estudio, lo que infiere que las especies de Croton ubicadas en
la zona andina probablemente posean los contenidos de fenoles mas altos que las
especies reportadas en la zona Caribe colombiana.
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De los resultados obtenidos se identifica que, por lo menos, todos los extractos
contienen compuestos polifendlicos en cantidades significativas lo que podria
justificar de alguna manera el uso medicinal que se le atribuye y el aumento de
estudios de tipo farmacologico, ademéas de su habilidad para atraer y capturar
radicales libres, la que esta relacionada con la presencia de su grupo hidroxilo y
afines (Glilgin et al., 2003). Por otro lado, hay una clara relacion entre el contenido
de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de los extractos en las plantas
estudiadas como era de esperarse. Posiblemente, una planta con mayor contenido
de compuestos fendlicos totales presenta una mayor capacidad antioxidante, sin
embargo, se puede observar que algunas plantas presentan una capacidad
antioxidante inferior a lo esperado, es decir, una baja actividad no siempre podria
relacionar con el contenido de compuestos fendlicos. Esto puede ser un indicativo
de que la capacidad antioxidante de una planta se debe al efecto combinado de
diversos factores, como son la presencia de otro tipo de metabolitos antioxidantes,
o bien, una actividad pre-oxidativa que se contrapone con el potencial antioxidante.

El contenido de fenoles es un parametro importante que establece tanto la calidad
del material como su potencial biolégico, en especial para la capacidad antioxidante,
en este orden de ideas, los antioxidantes actian como fuentes de hidrégeno y se
oxidan en lugar del acido graso protegiendo las células contra el dafio de los
radicales libres (Garcia et al., 2000).

A nivel vegetal, se ha reportado que estos compuestos pueden actuar
interrumpiendo la reaccion de oxidacion de lipidos (Torel et al., 1986), inhibiendo las
reacciones de quimioluminiscencia (Krol et al., 1996) y capturando varias especies
reactivas de oxigeno (Bors et al., 1999).

Contenido total de fenoles.

500
400 I
n;
O 300 T 1 =
g I l |
w200 & —| — —
S I I I
100 HE—B— B = B == B . B T I
0
cF1|cr2 | cr3 | cra| crs | cB1|cB2|cBa| cBs | cBe | cB7 | cBS | cBY |CB10
CFT| 206 | 436 | 247 | 272 | 262 | 124 | 318 99,3 | 320 | 149 | 94,4 | 146 | 78,1 ] 106

Fig. 16: Contenido de fenoles totales de las muestras de Croton. Valores () intervalo de confianza como resultado de tres
replicas.
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7.4.2 Contenido de flavonoides.

En la fig. 17 se observa que las muestras presentan un contenido de flavonoides
totales, detectado gracias a la formacion de croméforos basados en el complejo
flavonoide-aluminio, orto-dihidroxilados de color amarillo, detectado gracias a una
longitud de onda de 420 nm por el espectrofotdmetro Spectroquant Pharo 300M. El
método con AICI3 se basa en el acomplejamiento metélico, explicado como la
formacion del complejo entre el metal por quelatacion con sales de flavilo rojas de
color azul para las antocianinas y de color amarillo para los flavonoides (Rein; 2005
en Velasquez; 2013).

Entre las muestras con un mayor contenido de flavonoides se destaca la muestra
C. bogotanus (CBs) con 100.7+0.45 mgEQ/gEXx clasificada en el grupo f segun la
prueba Tukey, seguido de las muestras CB7 con 64.1+1.79 mgEQ/gEx agrupado en
el grupo e y las muestras de CFs y CFs con 49.9+2.10 mgEQ/gEx y 49.7+2.18
mMgEQ/gEX respectivamente y agrupadas dentro de la categoria de. La muestra con
el menor contenido de fenoles totales fue la muestra CB2 con 9.2+0.06 mgEQ/gEXx
categorizada en el grupo a. Sin embargo, la mayoria de las muestras restantes
poseen un contenido de flavonoides relativamente bajo cercano a 10 y 40 mg EQ/
g Ex como se puede evidenciar en la fig. 17.

Cabe indicar que los flavonoides juegan un papel importante en la salud; es evidente
gue el consumo alto en alimentos ricos en compuestos fendlicos puede llegar a
disminuir el riesgo de enfermedades cronicas, tales como la enfermedad
cardiovascular y el cancer (Boyer y Liu; 2004). Como se puede evidenciar en la fig.
16, el contenido de flavonoides resulto siempre tener las concentraciones las
inferiores respecto al contenido total de fenoles.

Como era de esperarse, el contenido de flavonoides presentes en cada muestra al
igual que el contenido de fenoles totales es independiente del sitio de coleccion, la
cercania de la especie o el estatus taxondémico puesto que, cada una de las
muestras evaluadas presentd diferencias estadisticas significativas a partir de la
prueba ANOVA 'y Tukey.
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Contenido de flavonoides.
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Fig. 17: Contenido de flavonoides de las muestras de Croton. Valores (z) intervalo de confianza como resultado de tres
replicas.

Vale la pena sefialar que la actividad antioxidante no esta simplemente relacionada
con los compuestos fendlicos totales determinados en los extractos. Los siguientes
hechos deben ser tomados en cuenta: La existencia de agliconas libres y su
incorporacion a la determinacion, ademas el hecho de que pueden ocurrir
interacciones entre los componentes del extracto. El sinergismo de los flavonoides
con tocoferoles, palmitato de ascobilo y &cido citrico ya ha sido reportado (Rizner et
al., 2000).

En comparacion con el estudio reportado por Mohd Ali et al., 2011, el contenido de
flavonoides evaluados provenientes de hojas, tallo y raiz de la especie Croton
argyratus revela un contenido de 17.78, 14.29 y 7.08 mgEC/g extracto seco
respectivamente, lo que demuestra la posible existencia del contenido de
flavonoides totales en los diferentes 6rganos vegetativos que componen la planta.
Sin embargo, el contenido polifendlico encontrado en las hojas de Croton argyratus
es bajo respecto al obtenido en nuestro estudio si lo comparamos con los resultados
derivados de las especies C. funckianus y C. bogotanus.

Como los resultados preliminares permiten ver que hay una cantidad significativa
de los compuestos a los cuales se les atribuye actividad antioxidante, se decide
realizar el estudio y analisis de la capacidad antioxidante de cada uno de los
extractos.

7.4.3 Analisis de la capacidad antioxidante.

El método DPPH permite medir la capacidad de reduccion de los radicales libres
que tienen los extractos etanolicos. Para el presente estudio, consistid en
determinar la actividad del antioxidante (flavonoides y compuestos fendlicos) frente
a una sustancia cromogena de naturaleza radical, midiendo la degradacion del color
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de una sustancia estable (Fig. 18). El método DPPH utiliza el reactivo 2,2-difenil-1-
picril hidracilo como sustancia cromoégena estable, solo puede disolverse en medio
organico y su pico de absorbancia se encontrd a los 517 nm. En base al andlisis de
los datos obtenidos en las mediciones por espectrofotometria, se analizaron en el
programa estadistico PRISM 6.0 ® donde se obtuvo el indice de inhibicion media
ICs0 de cada uno de los extractos ademés de su grafica correspondiente como se
observa a continuacion desde la fig. 19 hasta la fig. 32.

Fig. 18: Decoloracion del color del reactivo DPPH en los extractos etandlicos.
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Si bien es cierto que existen diferentes métodos para evaluar la capacidad
antioxidante, ya sea in vitro o ex vivo, los métodos in vitro nos posibilitan tener una
idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo. El método mas
utiizado es el DPPH ya que presenta una excelente estabilidad en ciertas
condiciones aunque también, presenta diferencias entre las mismas mediciones. El
DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion
previa. Aunque la medicion de la absorbancia se realiz6 a los 60 minutos, es
recomendable medir en un periodo de tiempo mas corto ya que, los radicales libres
tienen vida media corta Kuskosky et al: 2005 en Castafieda et al; 2008.

Al utilizar este método, se observa que el extracto etandlico de la muestra CF2
presentd una capacidad antioxidante con un ICso de 10.78+1.56 agrupada en el
grupo a, al igual que la muestra CF4 con un ICso de 14.44+1.84. Por otro lado, los
extractos que poseen una menor capacidad antioxidante son CB1 con un ICso de
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124.1+3.07clasificada dentro del grupo g y CBio con un ICso de 88.07+1.87 y
categorizada en el grupo f.

En comparacién con el estudio reportado por Mohd Ali et al., 2011 en donde por el
mismo método se evalud la capacidad antioxidante de extractos etandlicos
derivados de hojas, tallo y raiz provenientes de la especie Croton argyratus lo que
demostr6 que solo las hojas presentan capacidad antioxidante atribuido a la
composicién quimica del contenido polifenolico y que este érgano evaluado obtuvo
un ICso de 1.45 mg/ml, un resultado similar a la muestra CBs.

Vale la pena mencionar que dentro de los objetivos de este trabajo, ademas de
contribuir a la informacion sobre el contenido de flavonoides, fenoles y capacidad
antioxidante, se planted un perfilamiento utilizando la CLAE, con el fin de observar
la posible variabilidad quimica de los extractos, de acuerdo a un método creado
para este tipo de extractos enriquecidos en flavonoides y compuestos fendlicos que
puede colaborar en estudios posteriores y permitiria determinar si un extracto
posiblemente corresponde a estas especies de este género.

7.5 Andlisis de los extractos por CLAE-DAD.

Se analizaron los extractos de 13 de las 14 muestras de Croton, con el método
estandarizado para analisis de flavonoides en el equipo de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia acoplado a un detector de arreglo de diodos (CLAE-DAD) del
laboratorio de Quimica Bioorganica de la Universidad Militar Nueva Granada, a
partir del cual se obtuvo el siguiente cromatograma graficado mediante software
estadistico ORIGIN 9.1 Graphing & Analysis.

En la fig. 33 se evidencia el perfilamiento cromatogréafico de 13 extractos etandlicos
detectados a una longitud de onda de 420 nm y un tiempo aproximado de 22 minutos
de deteccion de compuestos. Como se puede evidenciar en la fig. 33, se observan
perfiles similares cada uno de ellos con la presencia de 13 picos luego de los 22
minutos de corrida los cuales corresponden a compuestos de tipo flavonoide
diferentes cuyos tiempos de retencidn y porcentaje lo demuestran.

Para las muestras CFi, CF2, CFs, CF4, CFs, pertenecientes a la especie Croton
funckianus recolectadas en el municipio de Fusagasuga, se detectaron 15 picos en
diferentes tiempos de retencion y con elevaciones fluctuantes en los picos lo cual
demuestra miliunidades de absorbancia (mUA) diferentes. Sin embargo, estas
muestras presentan un pico mayoritario en comun cercano a los 13 minutos donde
el pico mayoritario que se encuentra con una mayor concentracion esta presente en
la extracto CF2, seguido de las extractos provenientes de las plantas CFs y CFs, por
altimo las muestras CF1y CF4 son las que contienen las menores concentraciones
de este compuesto segun lo evidencia el cromatograma. Es importante resaltar que
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las muestras de Croton funckianus evaluadas mediante este método no evidencian
diferencias significativas en tanto que todas presentan similitudes en la biosintesis
de los compuestos que fueron detectados a una longitud de onda de 270 nm.

Las plantas de Croton bogotanus (CB1, CB2, CB4, CBs, y CBs), de igual manera
presentan el mismo pico mayoritario a los 12:90 minutos de retenciéon mostrando
que la muestra CB6 es la que presenta el pico con mayor porcentaje de area
expresado en mUA, seguido de las muestras CB2 y CB4 con aproximadamente entre
110.000 y 135.000 mUA. Por otro lado la muestra CB4 presenta dos picos entre los
16:00 min y 16:30 min de retencion lo que evidencia la presencia de un compuesto
que podria corresponder a un compuesto de tipo flavonoides (el cual se debe
confirmar por otras técnicas y métodos) que se encuentra presente de la misma
manera en las plantas de C. funckianus presentes en Fusagasuga.

Por ultimo las muestras CB7, CBs, CBg y CB1o que estan presentes en la zona del
Park Way ubicado en la localidad de Teusaquillo, presentan el pico mayoritario a los
12:90 minutos de retencién sin embargo, las mUA varian significativamente en cada
una de ellas, es decir, que la muestra que presenta el mayor mUA es la CB1o con
263.763 mientras que la muestra con el menor contenido es la CBg con 147662
mUA. Es importante mencionar que aungue variaron las concentraciones de este
compuesto se puede observar correlaciones similares con las demas muestras
evaluadas como se muestra en el cromatograma. Se identifica también que aunque
la recoleccion en las muestras se realiz6 en lugares diferentes no presentaron un
cambio significativo en su composicion quimica.
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7.6 Analisis de componentes principales (ACP).

El ACP permitié organizar todos los datos obtenidos de las mdultiples pruebas que
se realizaron con los extractos de Croton, de acuerdo con su variabilidad en dos
factores o componentes principales, y de esta forma, visualizar cuales de las
muestras poseia las mejores caracteristicas en cuanto a cada una de las variables
analizadas.

En la fig. 34, se ilustra el diagrama de correlacion para el analisis de componentes
principales de las variables contenido total de fenoles, contenido de flavonoides y la
evaluacion de la capacidad antioxidante por el método de decoloracién del radical
DPPH. En este caso, se agruparon las muestras en 5 grupos especificos, el grupo
1 contiene las interrelaciones de las muestras de C. bogotanus (CB7 y CBy) las
cuales corresponden a plantas con un contenido polifenélico cercano a los 100
MgEAG/gEX y que fueron agrupadas en el grupo a segun la prueba Tukey.

En el grupo 2 se agrupan 3 de las muestras de la especie C. bogotanus (CB1, CB4
y CB10) comprendidas en los cuadrantes | y IV con valores cercanos entre -1y 1 de
los dos componentes. Se agruparon las muestras correspondientes a la zona Park
Way en Bogot4, con similitudes en las variables de fenoles y flavonoides totales
para el caso de la muestra CB1 categorizada con las letras bc segun la prueba
Tukey. Para las muestras CB4y CBio presentan cercanias en cuanto al contenido
de fenoles (entre 100 y 106 mgEAG/gEX) agrupadas con las letras ab y el contenido
de flavonoides (entre 10 y 12 mgEQ/gEXx) dentro del grupo a.

El grupo 3 se encuentra distribuido en el Il cuadrante con valores cercanos al -2 en
el primer componente y -1 en el segundo componente que corresponden a las
muestras C. funckianus (CF2 y CF4) y C. bogotanus (CB2 y CBs) colectadas en
diferentes puntos de ubicacién. Las razones por las cuales se agruparon estas
muestras en un mismo grupo se deben a que presentan una similaridad respecto a
las variable de flavonoides y la capacidad antioxidante con un contenido entre 10 y
20 mgEQ/gEx y agrupadas dentro del grupo a segun la prueba Tukey, mientras que
presentan una capacidad antioxidante cercana a un ICso de 15.0.
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Finalmente el grupo que presenta una mayor correlacion entre los datos obtenidos
fue el V con una agrupacion de 4 muestras en el Il cuadrante, 3 de ellas
correspondientes a las colectadas en el bosque de Villa Rita ubicado en el municipio
de Fusagasuga (CFi, CFsy CFs) de la especie C. funckianus y la muestra CBs de
la especie C. bogotanus que pertenece a la ciudad de Bogota. Estas muestras se
caracterizan por poseer un rango intermedio del contenido de flavonoides de todas
las muestras evaluadas ya que estas se encuentran dentro del rango de
l0s38.5+1.8340 mg EQ/g Ex y los 51.2+0.26 mg EQ/g EX, el ICso se caracterizé al
igual por estar entre los contenidos intermedios y el contenido de fenoles totales de
las 3 muestras de C. funckianus tuvieron valores promedio de 200 a 250 mg EQ/g
EXx, valores medios encontrados posteriores a la medicion representados en la fig.
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Fig. 34. Andlisis de componentes principales del contenido total de Fenoles, Contenido de flavonoides y la actividad

R2x[2] = 0,323

antioxidan

El1lipse: Hotelling's T2 (95%)

te por DPPH.
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Group 4

Group 5

Separada se encuentra la muestra CBs que se encuentra en el eje positivo del
segundo componente que aunque se encontré dentro del rango promedio alto de
los datos hallados no mostro ningun grado de correlacion con las demas muestras

evaluadas.
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RESULTADOS DEL ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES.

Grupo Muestras Descripcién

Plantas con un contenido polifendlico cercano a los 100
1 CBy, CBo mMgEAG/gEX y que fueron agrupadas en el grupo a segun la
prueba Tukey.

Similitudes en las variables de fenoles y flavonoides totales
para el caso de la muestra CB; categorizada con las letras bc
segun la prueba Tukey. Para las muestras CBs y CBio
presentan cercanias en cuanto al contenido de fenoles (entre
100 y 106 mgEAG/gEX) agrupadas con las letras ab y el
contenido de flavonoides (entre 10 y 12 mgEQ/gEx) dentro del
grupo a.

CBy, CBy,
CB1o

Similaridad respecto a las variable de flavonoides y la
capacidad antioxidante con un contenido entre 10 y 20
mgEQ/gEX y agrupadas dentro del grupo a segun la prueba
Tukey, mientras que presentan una capacidad antioxidante
cercana a un ICspde 15.0.

CF2, CF4, CBy,
CBs

Poseen un rango intermedio del contenido de flavonoides de
todas las muestras evaluadas ya que estas se encuentran
dentro del rango de 10s38.5+1.8340 mg EQ/g Ex y los
51.24+0.26 mg EQ/g Ex.

4 CBs

CF1, CFs. CFs, | No mostr6 ningun grado de correlaciéon con las demas
CBs muestras evaluadas.

Tabla 10: Resultados del Andlisis de Componentes Principales para las 14 muestras
pertenecientes a las especies C. funckianus y C. bogotanus.

7.7 Discusion de la unidad didactica.

Teniendo en cuenta que la quimica se define como el area del conocimiento que
estudia la composicion de las sustancias y los cambios y transformaciones que
sufren estas (Castillo; 2008. p. 35), esta disciplina ademas que posibilita conocer la
estructura y organizacion de materiales de distinta naturaleza en términos
moleculares se relacionan con las multiples y diferentes areas de la biologia, que
para nuestro estudio es fundamental conocer cdmo se correlaciona con la
diversidad floristica.

Hoy se conoce con certeza que el area de estudios de la quimica permite abordar
el analisis y la resolucion de problemas en diferentes aspectos bioldgicos incluyendo
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su aplicacion a diferentes unidades sistémicas como las plantas, que
definitivamente la pueden vincular con grandes aspectos del quehacer del maestro
en el contexto educativo. En este orden de ideas, se puede afirmar que la
fitoquimica entendida como un campo de conocimiento que estudia la composicion
guimica de las plantas, es un area interdisciplinaria del conocimiento de las ciencias
biologicas, es un bloque de construccion del conocimiento, necesario para la
formacion integral que requiere el licenciado en biologia, y asi podra desarrollarse
en el manejo de los productos naturales derivados de las plantas en funcion de las
interacciones que entretejen con el ambiente.

Durante el quehacer del maestro es importante que este sujeto social se piense la
manera en cOmo puede abordar con el estudiantado el conocimiento que posee, es
por eso que una de las estrategias que posibilita esta red de comunicacion es la
elaboracion de unidades didacticas en tanto que, este instrumento posibilita
identificar las particularidades de los contextos educativos no importando el nivel de
escolarizacion para abordar conceptos especificos desde la ensefianza de la
biologia tomando como punto de partida la fitoquimica. Es asi, que el disefio y
construccion de la UD concerniente a la ensefianza de la botanica abordando el
area de la fitoquimica surgié a partir de la actual formacion de licenciados en
biologia desde areas como la quimica, ademas, del cuestionamiento de mejorar
actitudes y propiciar habilidades conceptuales y procedimentales en los procesos
de aprendizaje de la botanica. Finalmente, la de generar un acercamiento hacia las
plantas como organismos fundamentales en los ecosistemas y que Sus procesos
responden a las condiciones ecoldgicas que les ha impuesto el ambiente durante
millones de afios de evolucion.

En este sentido, con el disefio y realizacién de la UD “Aproximacion al estudio de la
diversidad vegetal: una mirada a través de la fitoquimica” parti6 desde el A.F.P,
hasta la aplicacion de técnicas convencionales para el conocimiento e identificacion
del contenido polifenolico y flavonoides presentes en las especies del género
Croton, con el propdésito de generar estrategias de ensefianza para la comprension
de la fitoquimica aplicado a estudiantes del PCLB.

Esta unidad es un instrumento que posibilita replantear los contenidos conceptuales
de la quimica y la biologia relaciondndolos con la fitoquimica, ya que éstos
presentan frecuentemente sin evidencias experimentales y de sus aplicaciones en
la cotidianidad del estudiante, de igual manera, no se contempla el caracter
humanistico de la quimica y sus implicaciones sociales. Es por esto, y teniendo en
cuenta que la fitoquimica ha abierto un gran campo de estudio en analisis cualitativo
y cuantitativo de los principios activos que poseen las plantas en todo su cormo
desde la década de los 80, se pretende estudiar los metabolitos secundarios
presentes en hojas de las especies C. funckianus y C. bogotanus.

Una particularidad que presenta la UD es su relacion con la ensefianza de las
plantas a través del desarrollo de practicas de laboratorio. Las actividades de
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laboratorio que se presentan en la UD se enfatizan en el aprendizaje practico y el
desarrollo de destrezas procedimentales y conceptuales propias para el desarrollo
de un pensamiento critico que son esenciales para mejorar la formacion de futuros
profesores de ciencias. El método de aprendizaje de la fitoquimica desde las
practicas de laboratorio tendra la condicion de posibilidad de hacer que las practicas
propias de cada tema sean mas representativas y acerquen al maestro hacer parte
del desarrollo de investigaciones disciplinares en el estudio de las plantas, por otro
lado, lograr que el maestro se piense como cientifico (Martinez; 2014).

[CONSTRUCCION DE LA UD)

Fase 1 I
. Fase 4.
R 4——Fases de trabajo——p
Identificacién de la ] Resultados.

problematica.
Fase 2. Fase 3
Construccion. Disefio.

Fig.35 Fases de elaboracién de la Unidad didactica.

La fig. 35 muestra de manera esquematica las fases de elaboracion de la unidad
didactica Un acercamiento a la diversidad vegetal: una mirada desde la fitoquimica
es el resultado de la fase de identificacion de la problematica en el cual se realizaron
diferentes revisiones bibliograficas y de las diferentes adaptaciones que se le
realizaron a los protocolos empleados en el estudio fitoquimico de los extractos
etandlicos de C. funckianus y C. bogotanus.

La UD, consta de contenidos los cuales responden a los intereses al qué ensefar,
desde lo conceptual y procedimental, que tienen como fin desarrollar las
capacidades las cuales se organizan de acuerdo al nivel de complejidad del tema a
ensefar y los intereses para los que la empleen. Por consiguiente, para el disefo
de la UD se propusieron los siguientes topicos.

7.7.1 Fase 1. Identificacion de la problematica.

Este trabajo se origin0 debido a la preocupacion existente respecto a la
comprension cientifica de los procesos de construccion del conocimiento quimico-
bioldgico, mas especificamente en relacion con la ausencia en la ensefianza y el
aprendizaje de aspectos metabdlicos secundarios que emergen de las plantas y la
necesidad de generar nuevas ideas y estrategias pedagogicas orientadas hacia la
ensefianza de la botanica problematizandola a partir de la fitoquimica en el contexto
del departamento de la biologia de la Universidad Pedagdgica Nacional o su
aplicabilidad en la educacion basica media o secundaria.
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A proposito de esta situacion, en este trabajo se propuso el disefio de una UD que
posibilite generar estrategias para el abordaje en el aula de clase y en el laboratorio
la complejidad quimica que poseen las plantas, en este orden de ideas, se pretendio
abordar desde el ambito de la didactica de las ciencias, herramientas utiles y
eficaces que permitan estructurar mas eficazmente algunas situaciones del
aprendizaje de la biologia, es especial de conceptos asociados a la fitoquimica. Es
importante mencionar que las ciencias biologicas y quimicas son conocimientos que
algunas veces son complicados de entender para los estudiantes, se presenta de
una manera abstracta, rica en modelos y con un lenguaje completamente diferente,
para esto, algunos autores recomiendan ir muy despacio en los niveles de
ensefianza, acudir a la repeticion de conceptos, hacer experimentos, plantear
problemas con diversos enfoques y ser recursivo con ejercicios que le sirvan a los
estudiantes para repasar, afianzar y entender conocimientos (Renteria; 2013).

7.7.2 Fase 2. Construccién de la Unidad Didéactica.

La unidad didactica es el medio por el cual se posibilita una mejora de la calidad del
quehacer del maestro en el aula, sin embargo, en ningln momento se puede
subestimar la responsabilidad que tiene este sujeto como orientador del proceso de
ensefianza y aprendizaje. Para cumplir con los objetivos planteados en la UD se
necesita que los estudiantes reciban la adecuada orientacion, ademas de garantizar
resultados satisfactorios a lo largo de su aplicacion posterior, ya que la principal
caracteristica de la unidad es la de dar instrucciéon basada en la indagacion. En
consecuencia con lo anterior, se considera que una de las mejores maneras para
gue el estudiante aprenda lo referente a la fitoquimica es que el mismo maestro se
integre como un agente activo y no actué como el experto del tema.

Como se mencioné en la metodologia, la UD estd enmarcada bajo unos objetivos
de ensefianza los cuales son los siguientes:

e Usar ciertos tipos de disolventes con propiedades quimicas para aislar
compuestos organicos a partir de productos naturales.

e Clasificar estructuras quimicas de los diferentes compuestos de origen
vegetal con alguna actividad biologica.

e Describir algunos metabolitos secundarios de importancia medicinal
distribuidos en la naturaleza.

¢ Indagar y analizar métodos de identificacion de principios activos de algunas
especies vegetales.
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e En general, determinar las propiedades fisicas y quimicas de algunos
principios activos que se obtengan en el laboratorio, con el respaldo de tablas
y literatura citada en cada unidad. Sera de especial importancia sustancias
como los, flavonoides, taninos, terpenos y algunos otros que son compuestos
representativos a lo largo de la unidad didactica.

Cada uno de estos objetivos se encuentra acompafado por una serie de practicas
de laboratorio que son ilustrativas para el estudiantado. La propuesta de trabajos
practicos de laboratorio cuenta con su respectiva explicacion detallada, los
ejercicios o tareas a realizar durante las diferentes sesiones que ocupe el abordaje
de la unidad, a través de los cuales se alcanzaran los propésitos definidos.

En el siguiente apartado, se explicita el conjunto de actividades que integran cada
uno de los dos modulos de la unidad didactica, es necesario sefialar que los
propoésitos especificos para cada una de los médulos son totalmente diferentes
respondiendo a las necesidades y a las particularidades del proceso de ensefianza
y aprendizaje de la botanica y la fitoquimica.

7.7.3 Fase 3. Disefio de la Unidad Didactica.

En este apartado se abordard los contenidos conceptuales de cada médulo que
constituye el disefio de la UD para la ensefianza de la fitoquimica a estudiantes de
del PCLB de la Universidad Pedagdgica Nacional o su aplicabilidad en el escenario
de la educacion media (Secundaria).

7.7.3.1 Unidad 1. Constituyentes secundarios de las plantas.

En esta seccion se pretendié abordar la importancia de las plantas para la especie
humana, sin embargo, aunque se menciona el proceso fundamental de la
fotosintesis como un elemento clave para el mantenimiento del planeta Tierra, se
hace un abordaje inicial al tema de metabolitos secundarios puesto que, es el tema
en el que se centrara la unidad didactica, se menciona el tema desde las esferas
biolégicas y como elementos constituyentes para la busqueda de principios activos
de caracter farmacologico. Por otro lado, se aborda el tema de la taxonomia
quimica, ya que en la actualidad existen otras maneras de clasificar a los
organismos independientemente de sus caracteres morfolégicos, anatbmicos o
geneéticos, que para el caso de las plantas, empieza a establecerse una clasificacion
basada en los componentes quimicos presentes y recibe el nombre de
quimiotaxonomia, ademas, de hacer mencion de la taxonomia molecular la cual se
basa en los constituyentes secundarios generalmente los que tienen bajo peso
molecular.
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Desde el modelo constructivista, se parte desde las ideas previas basado en un test
de entrada como un elemento referencial para indicar el nivel que poseen los sujetos
involucrados en elementos conceptuales fundamentales para el entendimiento de
la fitoquimica como lo son la quimica orgénica (desde el manejo de grupos
funcionales y nomenclatura) y la bioquimica (con las rutas de biosintesis e
identificacion de rutas metabdlicas que emergen de los sistemas vivientes). El
trabajo practico de laboratorio consiste en el estudio fitoquimico preliminar de la
especie C. funckianus con el fin, no solo de confirmar los resultados emergentes de
la parte disciplinar del presente trabajo de investigacion, sino también, la de
aproximar al estudiantado al estudio quimico de las plantas desde el manejo de
equipos y reactivos pertinentes para el desarrollo de las marchas fitoquimicas,
posibilitando en ellos la adquisicion de destrezas cientificas a partir desde el saber,
el saber hacer y el saber valorar, el trabajo en equipo sin dejar de lado, la busqueda
de referencias bibliograficas que son elementos pertinentes para el
desenvolvimiento eficaz del tema abordado trayendo consigo el debate y
apropiacion de conocimientos.

7.7.3.2 Unidad 2. Flavonoides y compuestos afines.

Cabe sefialar que en la unidad didactica, se parte también desde los flavonoides y
los compuestos fendlicos ya que es uno de los grupos con mas interacciones
biolégicas que se ven en las plantas. Al igual que en la unidad anterior, se parte
desde un test de ideas previas para saber que conocimientos tienen los estudiantes
acerca de estos compuestos que poseen infinidad de relaciones con la planta y el
medio en el que habitan, ademas de ser los primeros sefializadores de estos
organismos cuando se ven enfrentados ante la presencia de un agente estresante
y que por ende altera su funcionamiento celular, molecular y bioquimico (Melgarejo;
2012).

Se disefia un contenido de la unidad a partir de una sintesis conceptual explicitando
que son los flavonoides, sus propiedades quimicas y estructurales, ademas de los
principales grupos presentes en este metabolito secundario. La actividad de
laboratorio se encuentra enfocada desde la determinacion cualitativa y cuantitativa
del contenido de flavonoides y fenoles presentes en los extractos etanolicos que los
estudiantes que apliquen la UD tendran la posibilidad de hacer.

La unidad 2 correspondiente a los flavonoides tiene la particularidad de responder
a un modelo interdisciplinar de las ciencias ya que en ella, se encuentra elementos
tanto explicitos como implicitos acerca del aprendizaje de las ciencias naturales
tomando como ejes fundamentales conocimientos biolégicos, quimicos y
estadisticos. Como lo planteo San Martin; 2002, se pretendid hacer uso de la
modelizacion del uso de fenbmenos, este planteamiento considera la ensefianza
como el conjunto de acciones que promueve el profesorado para fortalecer el
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proceso de modelizacion que realizan los estudiantes con la finalidad de dar sentido
a los hechos del mundo, un sentido que ha de tender a ser coherente con el
conocimiento cientifico actual.

La enseflanza y aprendizaje por investigacion trata de unir las situaciones de
ensefianza y aprendizaje con el modo como se construye el conocimiento cientifico,
que tiene exigencias metodoldgicas y epistemoldgicas a las que es preciso prestar
atencion. Una de ellas fue la revision, reorientacion y disefio de las practicas de
laboratorio para que dejen de ser una mera ilustracion de los conocimientos
transmitidos y pasen a constituir situaciones semejantes a las actividades de
formacioén profesional. Las practicas de laboratorio que se plantean a lo largo de la
unidad didactica como lo menciona Carriazo et al; 2005, siguen siendo Utiles y
necesarias, sin embargo debe hacerse uso racional y estratégico de estas. Para ello
debe tenerse claro para que se realizan, cual es la finalidad de su realizacion,
ademas de un conocimiento profundo sobre los fendmenos en estudio que permita
orientar las actividades de aprendizaje de los estudiantes.

Finalmente, a partir del proceso del disefio de la UD se concluye que es importante
la perspectiva sistémica, en la que cada relacion intrinseca y extrinseca que se
establece entre los organismos vegetales con su medio bidtico y abiotico, es
fundamental para mantener la emergencia del fenémeno de lo vivo. Por ende, el
reconocimiento de lo humano y del ser humano se aparta de la concepcion
antropoceéntrica, la cual afirma de que el hombre es el centro del universo y por
ende, todo debe confluir en él. En consecuencia, desde la postura de los autores
citados y referenciados para esta reflexion pedagogica en torno a la construccion
de herramientas didacticas, es la de reconocernos como seres Vivos sistémicos,
por otro lado, el quehacer del maestro desde sus practicas educativas y personales
son elementos que atraviesan su cuerpo los cuales posibilitan el reconocimiento,
respeto y didlogo con la diversidad bioldgica y las demas comunidades académicas
enfocadas desde la investigacién disciplinar en ciencias y la investigacion en
ensefianza de las ciencia.

El presente trabajo permite evidenciar que para la estructuracibn de materiales
educativos es necesario realizar un estudio riguroso y sisteméatico de tépicos de
interés socio-cientifico, con el propdsito de darle validez a los materiales educativos
que se usan en la ensefianza de las ciencias biologicas y en particular para la
ensefianza de la tematica de interés.
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8. CONCLUSIONES.

El analisis fitoquimico preliminar posibilité demostrar la presencia de
metabolitos secundarios tipo alcaloide y flavonoide principalmente.

La prueba con el reactivo de Folin-Ciocalteu en presencia de Na2COs reveld
que los 14 extractos etandlicos derivados de las muestras de Croton poseen
contenido polifendlico debido a la presencia de compuestos aromaticos que
poseen un grupo hidroxilo —OH unidos a un anillo aromatico en su estructura;
los cuales fueron detectados a 765 nm.

Por otro lado la reaccion con FeCls en presencia de C2HsNaO: de igual
manera, posibilit6 comprobar la presencia de flavonoides en los 14 extractos
etandlicos debido a la formacion de cromoforos basados en el complejo
flavonoide-aluminio, orto-dihidroxilados de color amarillo detectados a una
longitud de onda de 420 nm.

El método de decoloracion del radical DPPH demostré que las 14 muestras
poseen capacidad antioxidante detectado por el uso de la técnica
espectrofotométrica ademas se su cuantificacion mediante el calculo del ICso
sin embargo, cabe resaltar que las presentaron una mejor capacidad fueron
las muestras CF2, CFs y CBs.

El andlisis de varianza ANOVA y la prueba Tukey con un p>0.05 demostro
que todas las muestras poseen diferencias estadisticas significativas y por
ende se clasificaron en grupos diferentes respectivamente no importando si
pertenecian a una misma especie o si fueron recolectadas en la misma
ubicacion.

El andlisis por CLAE-DAD revel6 que los 14 extractos etandlicos sometidos
a evaluacion presentaron un mismo comportamiento en el cromatograma
ademas de, evidenciar un pico mayoritario cercano a los 11 minutos de
corrida que es altamente probable que corresponda a un determinado
compuesto de tipo flavonoide.

La elaboracion de la UD posibilitd el ejercicio de identificar particularidades
de la ensefianza de la biologia, por otro lado, deja abierta la posibilidad a la
critica constructiva que propenda por el mejoramiento del que hacer del
maestro, de igual manera el desarrollo de la propuesta busca generar un
pensamiento critico, cientifico, constructivo y reflexivo en los estudiantes que
la apliquen, y asi estimular la sistematizacion de experiencias de aula que
sirva de sustento a discusiones en redes y en comunidades pedagdgicas que
fortalezcan la ensefianza aprendizaje de las ciencias.
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9. RECOMENDACIONES.

v" Aplicar la unidad didactica maestros en formacion de licenciatura en biologia
de la Universidad Pedagogica Nacional, con el fin de dar una validez mas
concluyente, ademas de, revisar aspectos a mejorar en el proceso y
elaboracion de unidades didacticas enfocadas hacia la ensefianza de las
ciencias naturales.

v" Realizar un estudio ecofisiolégico de las plantas de Croton bogotanus
presentes en la ciudad de Bogota para analizar el impacto que tiene los
fitoplasmas en el desequilibrio de los componentes fisiol6gicos de la planta.

v Realizar la identificacion de compuestos tipo flavonoide por CLAE-EM de los
extractos obtenidos.
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10. PERSPECTIVA.

A partir del estudio y discusiones presentados en esta tesis de pregrado, las
perspectivas de trabajos a futuro se orientan en dos direcciones.

En un primer plano, estarian los trabajos a confirmar los aspectos de caracterizacion
quimica mostrados. En concreto, se podria terminar de hacer el respectivo analisis
fitoquimico preliminar no solo para los metabolitos restantes presentes en hojas,
sino también, caracterizar el tallo, raiz, frutos de las especies C. funckianus y C.
bogotanus con el fin de confirmar y divulgar la riqueza y abundancia de metabolitos
que biosintetiza derivados de su metabolismo primario.

También seria interesante realizar pruebas de validacion para los contenidos de
polifendles y flavonoides totales presentes en las especies evaluadas, ademas de,
poner en practica otros métodos que posibiliten la evaluacion de la capacidad
antioxidante como por ejemplo ABTS o FRAP con el objeto de realizar puntos de
comparacion.

Desde el &mbito educativo seria relevante seguir elaborando material educativo con
énfasis en la ensefianza y aprendizaje de la botanica tomando como eje de partida
la didactica de las ciencias ya que le posibilita al estudiante tener una perspectiva
mas sistémica de lo que implica el estudio de la diversidad vegetal desde los
componentes bioldgico, quimico y estadistico. Por otro lado, la unidad didactica
posibilita la conexién con el curriculo, tiene por objeto facilitar al maestro/a la
ordenacion y planificacion de su accién docente, mediante la consulta al Curriculo.
Pretende seleccionar y estructurar aquellos objetivos y contenidos que estan
conectados con la unidad didactica que se pretende desarrollar.
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12. ANEXOS.

Anexo 1. Analisis de la capacidad antioxidante.
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CROTON FUNCKIANUS CF1 JULIO

Ao 1.025
Muestra 1 2.52 mg/mL 2520 pg/mL
V(uL) []ung/mL Log[ ] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3

5 6.3 0.79934055 32.5853659 30.4390244 24.5853659 0.691 0.713 0.773
15 18.9 1.2764618 57.5609756 63.6097561 60.3902439 0.435 0.373 0.406
25 315 1.49831055 68.5853659 73.5609756 67.902439 0.322 0.271 0.329
35 44.1 1.64443859 80.7804878 79.7073171 79.2195122 0.197 0.208 0.213
50 63 1.79934055 83.5121951 83.5121951 99.902439 0.169 0.169 0.001

Ao 1.061
Muestra 1 ‘ mg/mL 2510 ug/mL
v | | Logl]
5 6.275 0.79761373 25.730443 30.2544769 32.2337418 0.788 0.74 0.719
15 18.825 1.27473498 71.9132893 67.2950047 80.3016023 0.298 0.347 0.209
25 31.375 1.49658373 76.2488219 84.260132 86.0508954 0.252 0.167 0.148
35 43.925 1.64271177 87.3704053 88.8784166 86.6163996 0.134 0.118 0.142
50 62.75 1.79761373 87.464656 84.5428841 90.4806786 0.133 0.164 0.101
CROTON FUNCKIANUS CF3 JULIO
Ao 1.061
Muestra 1 2.6 mg/mL 2600 pg/mL
V(L) [1pg/mL Log[] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.5 0.81291336 5.65504241 10.6503299 15.4571159 1.001 0.948 0.897
15 19.5 1.29003461 30.4429783 28.934967 33.6475024 0.738 0.754 0.704
25 32.5 1.51188336 48.539114 42.6013195 47.596607 0.546 0.609 0.556
35 45.5 1.6580114 55.3251649 63.336475 65.6927427 0.474 0.389 0.364
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50 65 1.81291336 79.736098 81.2441093 81.33836 0.215 0.199 0.198
CROTON FUNCKIANUS CF4 JULIO
Ao 1.025
Muestra 1 2.5 mg/mL 2500 pg/mL
V(uL) []png/mL Log[] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.25 0.79588002 33.3658537 25.5609756 27.5121951 0.683 0.763 0.743
15 18.75 1.27300127 53.9512195 59.6097561 62.9268293 0.472 0.414 0.38
25 31.25 1.49485002 68.4878049 68.8780488 69.5609756 0.323 0.319 0.312
35 43.75 1.64097806 69.7560976 72 73.4634146 0.31 0.287 0.272
50 62.5 1.79588002 82.7317073 83.5121951 89.4634146 0.177 0.169 0.108
CROTON FUNCKIANUS CF5 JULIO
Ao 1.025
Muestra 1 2.55 mg/mL 2550 pg/mL
V(uL) []ug/mL Log[ ] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.375 0.80448019 34.7317073 34.9268293 34.7317073 0.669 0.667 0.669
15 19.125 1.28160144 69.6585366 74.1463415 73.0731707 0.311 0.265 0.276
25 31.875 1.50345019 81.8536585 74.0487805 80.4878049 0.186 0.266 0.2
35 44.625 1.64957823 86.9268293 88 85.6585366 0.134 0.123 0.147
50 63.75 1.80448019 88.6829268 91.3170732 99.4146341 0.116 0.089 0.006
CROTON BOGOTANUS CB1 JULIO
Ao 1.061
Muestra 1 2.51 mg/mL 2510 pg/mL
V(uL) [1umg/mL Log[] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.275 0.79761373 8.38831291 6.40904807 8.95381715 0.972 0.993 0.966
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15 18.825 1.27473498 22.4316682 21.866164 18.9443921 0.823 0.829 0.86
25 31.375 1.49658373 28.4637135 24.6936852 28.8407163 0.759 0.799 0.755
35 43.925 1.64271177 34.401508 31.0084826 29.1234684 0.696 0.732 0.752
50 62.75 1.79761373 38.5485391 33.8360038 37.606032 0.652 0.702 0.662

Ao 1.061
Muestra 1 2.59 mg/mL 2590 pg/mL
| V@) [ [lwg/mL [ Log[] | %inhibicion | %inhibicion | %inhibicion [ A1 [ A2 [ A3 |

5 6.475 0.81123977 16.399623 15.1743638 12.3468426 0.887 0.9 0.93

15 19.425 1.28836103 29.0292177 27.8982092 33.1762488 0.753 0.765 0.709

25 32.375 1.51020978 47.596607 57.1159284 53.8171536 0.556 0.455 0.49

35 45.325 1.65633781 70.0282752 63.2422243 66.4467484 0.318 0.39 0.356

50 64.75 1.81123977 80.6786051 80.6786051 82.6578699 0.205 0.205 0.184

Ao 1.061
Muestra 1 2.58 mg/mL 2580 ig/mL
5 6.45 0.80955971 4.61828464 11.1215834 9.14231857 1.012 0.943 0.964
15 19.35 1.28668097 26.0131951 24.5994345 28.7464656 0.785 0.8 0.756
25 32.25 1.50852972 34.4957587 33.1762488 30.2544769 0.695 0.709 0.74
35 45.15 1.65465775 39.9622997 42.0358153 35.9095193 0.637 0.615 0.68
50 64.5 1.80955971 46.3713478 49.2931197 48.4448633 0.569 0.538 0.547
CROTON BOGOTANUS CB5 JULIO
Ao 1.025
Muestra 1 2.51 mg/mL 2510 pg/mL
V(uL) [1pg/mL Log[] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.275 0.79761373 48.195122 41.5609756 52.4878049 0.531 0.599 0.487
15 18.825 1.27473498 89.5609756 90.1463415 82.4390244 0.107 0.101 0.18
25 31.375 1.49658373 90.4390244 86.7317073 84.3902439 0.098 0.136 0.16




35 43.925 1.64271177 90.0487805 475121951 88.7804878 0.102 0.538 0.115
50 62.75 1.79761373 84.3902439 90.0487805 90.2439024 0.16 0.102 0.1
CROTON BOGOTANUS CB6 JULIO
Ao 1.02
Muestra 1 2.59 mg/mL 2590 pg/mL
V(uL) []ung/mL Log[ ] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.475 0.81123977 25.6862745 27.745098 27.1568627 0.758 0.737 0.743
15 19.425 1.28836103 43.7254902 46.372549 46.6666667 0.574 0.547 0.544
25 32.375 1.51020978 53.5294118 61.9607843 59.8039216 0.474 0.388 0.41
35 45,325 1.65633781 75.0980392 75.6862745 73.2352941 0.254 0.248 0.273
50 64.75 1.81123977 80 79.6078431 83.9215686 0.204 0.208 0.164
CROTON BOGOTANUS CB7 JULIO
Ao 1.02
Muestra 1 2.58 mg/mL 2580 pug/mL
V(L) [1pg/mL Log[] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.45 0.80955971 10.2941176 12.1568627 8.7254902 0.915 0.896 0.931
15 19.35 1.28668097 17.9411765 19.1176471 18.4313725 0.837 0.825 0.832
25 32.25 1.50852972 24.8039216 28.3333333 29.0196078 0.767 0.731 0.724
35 45.15 1.65465775 33.5294118 35.2941176 35.5882353 0.678 0.66 0.657
50 64.5 1.80955971 45,5882353 45.1960784 44.2156863 0.555 0.559 0.569
CROTON BOGOTANUS CB8 JULIO
Ao 1.025
Muestra 1 2.56 mg/mL 2560 ug/mL
V(pL) []pg/mL Log[ ] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.4 0.80617997 47.902439 27.5121951 49.7560976 0.534 0.743 0.515
15 19.2 1.28330123 77.0731707 80.195122 84.6829268 0.235 0.203 0.157
25 32 1.50514998 84.097561 84.097561 79.6097561 0.163 0.163 0.209
35 44.8 1.65127801 79.1219512 81.2682927 85.8536585 0.214 0.192 0.145
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50 64 1.80617997 82.9268293 81.2682927 88.9756098 0.175 0.192 0.113
CROTON BOGOTANUS CB9 JULIO
Ao 1.02
Muestra 1 2.5 mg/mL 2500 pg/mL
V(L) [1pg/mL Log[] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.25 0.79588002 20.1960784 21.9607843 22.4509804 0.814 0.796 0.791
15 18.75 1.27300127 28.7254902 24.3137255 30.9803922 0.727 0.772 0.704
25 31.25 1.49485002 38.0392157 36.1764706 38.3333333 0.632 0.651 0.629
35 43.75 1.64097806 43.3333333 43.9215686 47.8431373 0.578 0.572 0.532
50 62.5 1.79588002 54.7058824 54.5098039 49.8039216 0.462 0.464 0.512
CROTON BOGOTANUS CB10 JULIO
Ao 1.061
Muestra 1 251 mg/mL 2510 ug/mL
V(uL) []ug/mL Log[ ] % inhibicion % inhibicion % inhibicion Al A2 A3
5 6.275 0.79761373 0.28275212 2.82752121 8.29406221 1.058 1.031 0.973
15 18.825 1.27473498 16.9651272 11.5928369 20.6409048 0.881 0.938 0.842
25 31.375 1.49658373 24.5994345 25.4476909 24.2224317 0.8 0.791 0.804
35 43.925 1.64271177 23.2799246 31.3854854 32.3279925 0.814 0.728 0.718
50 62.75 1.79761373 42.0358153 42.0358153 40.9990575 0.615 0.615 0.626
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Anexo 2: Poster Propiedades quimicas de los flavonoides y su posible uso
alternativo como bioplaguicidas: Revision bibliografica. Congreso Colombiano de
Quimica Agricola.
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Anexo 3: Poster Caracterizacion del aceite esencial, analisis fitoquimico preliminar
y evaluacion de la capacidad antioxidante del extracto etandlico de las hojas de la
especie Croton funckianusXll Congreso Colombiano de Fitoquimica.
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Anexo 4: Poster I: Evaluation of antioxidant capacity based in total phenolic
compounds and total flavonoids from Croton funckianus.XIV International Congress

of Ethnofarmacology.
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Anexo 5: Poster II: Chemical variability of Croton funckianus based in phytoplasm
infection and collection sites. XIV International Congress of Ethnofarmacology.
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Anexo 6: Resumen del articulo de tesis: Estudio quimico preliminar y evaluacion de la capacidad
antioxidante basado en el contenido polifendlico y flavonoides totales de las especies Croton
funckianus y Croton bogotanus (Euphorbiaceae) colectadas en dos sitios diferentes.

ESTUDIO QUIMICO PRELIMINAR Y EVALUACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE BASADO EN EL CONTENIDO POLIFENOLICO Y FLAVONOIDES
TOTALES DE LAS ESPECIES Croton funckianus Y Croton bogotanus (EUPHORBIACEAE)
COLECTADAS EN DOS SITIOS DIFERENTES.

PRELIMINARY CHEMICAL STUDY AND EVALUATION OF ANTIOXIDANT
CAPACITY BASED IN PHENOLIC COMPOUNDS AND TOTAL FLAVONOIDS OF
SPECIES Croton funckianus AND Croton bogotanus (EUPHORBIACEAE) COLLECTED IN
TWO DIFFERENTS SITES.

Fabio Andrés CASTIBLANCO-ROJAS?, Licenciado en Biologia; Nubia LADINO- OSPINA!
MSc.; Carlos Andrés COY-BARRERAZ,PhD.; Ericsso,n David COY- BARRERA? PhD. Diana
Constanza GOMEZ-GUTIERREZ?MSc.

! Grupo de investigacion Ensefianza y Aprendizaje de la Botanica, Departamento de Biologia,
Facultad de Cienciay Tecnologia. Universidad Pedagdgica Nacional de Colombia. AA. 75144 Email:
dbi_fcastiblanco564@pedagogica.edu.co.

2 Grupo Integrado de Investigaciones en Quimica y Biologia (INQUIBIO), Departamento de
Quimica, Facultad de Ciencias Basicas. Universidad Militar Nueva Granada. AA 49300. Email:
carlos.coy@unimiltar.edu.co.

Autor de correspondencia: Fabio Andrés Castiblanco Rojas, dbi_fcastiblanco564@pedagogica.
edu.co.

Resumen.

Se realizé un andlisis fitoquimico preliminar (AFP) sobre un extracto etanélico proveniente de hojas
de la especie C. funckianus con el fin de evaluar su composicién en cuanto al contenido y presencia
de metabolitos secundarios. Adicionalmente, se evalud la capacidad antioxidante de 14 extractos
etandlicos por el método de decoloraciéon del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), el
contenido polifendlico mediante el método de Folin-Ciocalteu y el contenido de flavonoides totales
mediante la reaccion con tricloruro de aluminio (AICIs). Los resultados del AFP mostraron la
presencia de compuestos tipo flavonoide, alcaloide y taninos los cuales se caracterizan porgque poseen
un amplio rango de actividades bioldgicas. Se observo que la muestra C. funckianus (CF2) obtuvo el
mayor contenido de polifendles con un valor de 436.2+2.92 mg AG/g Ex,mientras que, C. bogotanus
(CBs)present6 un alto contenido de flavonoides con 100.7+0.45 mg EQ/ g Ex. C. funckianus (CF,)
presentd de igual manera la mejor capacidad antioxidante de acuerdo al indice de inhibicién media
(ICs0) cuyo resultado fue de 10.78+1.56. Los resultados del presente trabajo son Utiles como una
primera aproximacion del conocimiento quimico en la medida que los compuestos evaluados son un
primer indicador de las condiciones fisioldgicas que presentan estas especies vegetales cuando se
encuentran expuestas frente a un determinado tipo de estrés.

Palabras clave: Euphorbiaceae, bioprospeccion, metabolito secundario.

102


mailto:dbi_fcastiblanco564@pedagogica.edu.co
mailto:carlos.coy@unimiltar.edu.co

APROXIMACION AL ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD
VEGETAL: UNA MIRADA DESDE LA FITOQUIMICA.




Con colaboracién del grupo de investigacion en Quimica y Biologia de la Universidad
Militar Nueva Granada. (INQUIBIO - UMNG)

Linea de Investigacion Ensefanza y Aprendizaje de la Botanica de la Universidad
Pedagobgica Nacional. (EAB - UPN)

Primera version e impresion: Noviembre - Diciembre de 2014.

Fabio Andrés Castiblanco Rojas.
Licenciado en Biologia.
Universidad Pedagogica Nacional.
Bogota D.C. Colombia.

104



INTRODUCCION.

Desde hace varias décadas es importante resaltar la importancia y el estudio de la
biodiversidad de la flora colombiana para aprovecharla en beneficio del mejoramiento
de la calidad de vida y del hombre (Bulla; et al 2012). El reino vegetal en sus distintas
formas ha sido un factor crucial en los fendmenos biolégicos, sociales y econdomicos
determinantes en la evolucion no solo de la naturaleza sino también de la humanidad.
A la identificacion de algunas plantas Utiles y otras no tanto, se siguid la exploracion y
cultivo de esta manera surge asi la agricultura. La observacion de las semejanzas y las
diferencias entre las plantas y entre éstas y otras formas de la vida terrestre, dan origen
a la biologia y la botanica, las cuales con sus l6gicas y métodos de investigacion y
sistematizacion hacen posible junto con la quimica la emergencia de la fitoquimica
(Barba; 1997).

En este orden de ideas es importante resaltar que la fitoquimica, es un area que
proporciona de manera integral el conocimiento de algunos de los muchos productos
guimicos naturales que pueden ser extraidos, separados, purificados y determinados
fisicoquimicamente en las plantas. Estos se encuentran inmersos dentro de la
complejidad de las células vegetales no solo como entidades quimicas, sino también
como productos de una serie de procesos que intervienen en su biogénesis, como
sustancias activas que desempenan una funcion en los procesos biogquimicos de las
células o bien como elementos que pueden provocar alteraciones fisiolégicas en los
animales incluyendo el humano. La individualidad bioguimica, caracteristica de cada
taxén o grupo pequeno de sistemas vivientes, determina la formacion de elementos
denominados metabolitos secundarios, sustancias de separacion dificil, por la facilidad
con la que forman complejos moleculares y por las pequenas cantidades que se
encuentran en cada ser vivo.

La presente unidad didactica ofrece la opcion de tener una gama de diferentes practicas
descriptivas e ilustrativas alrededor de algunos de los compuestos quimicos que se
encuentran en gran variadas proporciones dentro de las plantas, por otro lado, hay que
considerar que durante el curso semestral se dispone de un determinado nimero de
practicas de laboratorio generando tanto en los maestros y estudiantes involucrados
procesos relacionados con la ensenanza y el aprendizaje de la fitoquimica como un
elemento orientador y posibilitador hacia la comprension de la diversidad vegetal que
se encuentra en el territorio nacional. Al ser empleada la unidad didactica en el curso a
fin a este tema el estudiante estaria en la capacidad de:

e Usar ciertos tipos de disolventes con propiedades para aislar compuestos a partir
de productos naturales.

e Clasificar estructuras quimicas de los diferentes compuestos de origen vegetal
con alguna actividad biologica.

e Describir algunos metabolitos secundarios de importancia medicinal distribuidos
en la naturaleza.
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e Indagar y analizar métodos de identificacion de principios activos de algunas
especies vegetales.

e En general, determinar las propiedades fisicas y quimicas de algunos principios
activos que se obtengan en el laboratorio, con el respaldo de tablas y literatura
citada en cada unidad. Sera de especial importancia sustancias como los aceites
esenciales, flavonoides, taninos, terpenos y diterpenos y algunos otros que son
compuestos representativos a lo largo de la unidad didactica.

Con el fin de propiciar procesos de ensenanza y aprendizaje en torno a la fitoquimica,
cada practica incluye un formato para solicitar el tipo de material necesario. La principal
utilidad de las practicas que se incluyen en la presente unidad didactica, radica en que
cada una de ellas posibilita una demostracion visual que seguramente seria mas dificil
captar desde el tablero y de una manera exclusivamente teoérica.
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JUSTIFICACION.

Perfil del grupo a quien va dirigida la Unidad: Maestros en formacion entre los 19y 24
anos que se encuentran cursando cursos electivos de la Linea de Investigacion:
Ensenanza y Aprendizaje de la Botanica o el componente del ciclo de fundamentacion:
Quimica organica del pensum de Licenciatura en Biologia de la Universidad
Pedagogica Nacional. El grupo a quien esta dirigida la Unidad didactica, son
estudiantes que hacen parte de la sociedad como entes formadores, por ello se hace
necesario construir un proceso integral de su area. Es por este motivo que la U.D
concebida como una herramienta metodolégica haga parte de su formacion
individual. Instrumento utilizado por profesores en ejercicio para completar su
formacioén y de acuerdo a ello y a su disponibilidad en las instituciones educativas se
realizara la contextualizacion para su aplicacion.

ELEMENTOS CLAVES DE LA UNIDAD DIDACTICA.

Como sabemos, las plantas originan una gran cantidad de sustancias, producto de su
metabolismo primario, sustancias llamadas Metabolitos secundarios.

Dentro de un contexto bioldgico, estan sustancias interactian en los procesos de
defensa de las plantas, lo que a su vez en la sociedad ha desencadenado una serie
de usos y aplicaciones en campos como el médico o el agronémico,

Un elemento clave para la construccion de nuevos significados en torno a las
relaciones que emergen de la biologia y la quimica es el conocimiento de las
moléculas implicadas en las actividades de las plantas, ademas de la determinacion
de su estructura y su funcionamiento.

OBJETIVO GENERAL DE LA UNIDAD DIDACTICA.

Aproximar al estudiante del Proyecto Curricular de Licenciatura en Biologia de la
Universidad Pedagdgica Nacional, hacia el conocimiento de la estructura, funcion y
biosintesis de los flavonoides como moléculas quimicas de las plantas a partir de
conceptos adquiridos y ensenados previamente con el fin de relacionarlos con el
entorno natural y social.

CONEXION CON EL CURRICULO.

Grupos funcionales de la quimica organica y unidades basicas de las macromoléculas.
Relacion con el entorno natural e industrial.

CONTENIDO CONCEPTUAL PRESENTE EN LA U.D.

e General secuencias de relacion entre lo que ya se conoce (quimica organica)
confortandolo con lo nuevo a aprender (fitoquimica), para posibilitar el proceso
de aprendizaje.
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e Obtener una perspectiva general los conceptos gue se encuentran asociados
con la fitoquimica.

e Aproximar al estudiante hacia un grupo en particular de compuestos o
metabolitos secundarios (flavonoides), que se encuentran presentes en las
plantas y que a su vez desencadenan una serie de respuestas e interacciones
con el entorno natural.

e Concientizar a los estudiantes involucrados en la unidad acerca de los buenos
habitos en el trabajo de laboratorio para cuidar la salud y el ambiente.

e Fomentar un acercamiento y actitudes de apropiacion en especial con las
plantas como unidades sistémicas presentes en los diferentes ecosistemas.

e Apreciar la importancia que tienen los flavonoides en la salud humana, para
dar solucién a problemas que afecten su calidad de vida.

e Promover una actitud frente al no consumismo excesivo de sustancias de
origen vegetal que pueden alterar su salud.

CONTENIDOS QUE SE ABORDARAN EN LA U.D

Saber conocer Saber Hacer Saber Valorar
(Conceptual). (Procedimental). (Actitudinal).
Utiliza modelos, dibujos, Razona y propone
Conceptos de esquemas y mapas para hipotesis de forma
Afianzamiento. relacionar los diversos innovadora a diversos
procesos metabdlicos que planteamientos.
Compuestos organicos se dan en las plantas.
alifaticos. Reconocer la importancia
Identifica a los flavonoides  de relacionar la quimica
Compuestos organicos de acuerdo a su con los diversos sistemas
ciclicos. funcionalidad, ya sea en el vivientes.
cuerpo, en alimentos o a
Compuestos aromaticos y nivel industrial. Da solucién a problemas
no aromaticos. de la vida cotidiana
Aplica conocimientos involucrando los
Compuestos heterociclicos adquiridos en las contenidos presentes en
y homociclicos. diferentes acciones la U.D.
propuestasy en la
Compuestos Monociclico y solucion de situaciones Manifiesta interés en el
Policiclico. problema de manera desarrollo de cada una de

critica de acuerdo al tema. las actividades aportando
valiosas opiniones al

Plantea hipétesis sencillas tema, enlazando
Conceptos de ensenanza. para dar respuesta desde preconceptos con
una perspectiva cientifica conceptos nuevos.
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Metabolitos de origen

a un problema del

vegetal. entorno. Asume con criterio el
efecto de algunas
Flavonoides. Manipula de manera sustancias, producto de
adecuada los reactivos y las plantas sobre el
Estructura. residuos del producto en cuerpo humano.
las practicas
Funcion. experimentales que se Reconoce el tema de los
desarrollen. flavonoides para mejorar
Clasificacion. la calidad de vida.
Usos. Desarrolla y fortalece por

medio de practicas

experimentales el
segmento conceptual de
la fitogquimica propuesto.

Conocimientos previos requeridos para el desarrollo del tema.

Nociones preliminares del atomo del carbono.
Tipos de cadenas carbonadas y nomenclatura.
Grupos funcionales.

Nomenclatura quimica.

Tipo de reacciones organicas.

Generalidades de las macromoléculas.

La unidad didactica es una propuesta pedagogica que responde a los lineamientos
curriculares y a los estandares basicos en competencias exigidos por el Ministerio
de Educacion Nacional (MEN) Esta Unidad Didactica te posibilitara potenciar tus
capacidades de manera que puedas manejar tus conocimientos propios del area de
ciencias naturales, aproximarte al conocimiento cientifico y desarrollar tus
compromisos sociales y personales.

Lo que se pretende es que TU aprendizaje sea mas dinamico.
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¢Qué encontraras en el texto?

e Estos hipervinculos.

Cuando los veas debes saber que casa uno de ellos te indica que, ademas de lo que hay
en cada pagina vas a encontrar: (~

Mayor informacion para
ampliar tus conocimientos
sobre temas especificos.
Ademas en algunos casos se
sugieren actividades.

Una presentacion o un
video que te ayudara a
comprender los temas
desarrollados

Consulta sobre la

Una evaluacién

seccion de itira
_ que te permitira
Iaboratorlqs. Se verificar tus
obtendra la

capacidadesy el
aprendizaje de los
contenidos de la
unidad.

informacion necesaria
para la presentacion
de tu informe.

Un método para que desarrolles destrezas en la comprension de los contenidos propios
de las Ciencias Naturales.

Comprender para Aprender.

Recupera Informacion Interpreta Reflexiona y Valora

Plantea y Actla

¢Como se encuentra organizada la Unidad didactica?

La unidad didactica esta compuesta por 2 unidades y los contenidos estan organizados
de acuerdo con los dos componentes de las ciencias naturales.

e Paginas iniciales.
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Al comienzo de cada unidad encontraras una pagina de apertura con los temas que vas
a trabajar, una lectura relacionada con los contenidos y algunas preguntas sobre ella.

Para pensar...

Texto breve de divulgacion
cientifica que se relaciona
con el tema de la unidad y  fmnmpreifion
recoge algunos de los [ CONSTITUYENTES SECUNDARIS DE LAS PLANTAS |

Para responder...

aspectos mas importantes - e Las preguntas de esta
que vas a estudiar. e — seccion  te  permitiran
a fortalecer tu capacidad de

= interpretar textos

relacionados con las

> ciencias naturales.

e Paginas del contenido.

En las paginas del contenido se desarrollan las ideas fundamentales del tema, de

acuerdo con los lineamientos curriculares y con los estandares para la ensenanza de las
ciencias naturales.

| LABORATORIO DE CIENCIAS NATURALES

Componente.

q UNIVERSIDAD PEDTA‘EOGIC;NggIONAL
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA.

Te indica el tipo LA s

de estandar que

vas a trabajar en

Ia Unidad Parte |: Procesamiento del Material.

Con el protocolo descrito anteriormente se proceders & la elaboracion de los extractos
etanolicos. El protocolo para dicha actividad seré la siguiente:

JE DE LA BOTANICA.

GUIA DE TRABAJO No 2.

"

PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS
ETANGLICOS.

¥ La obtencién de extractos empieza por la recoleccion’ del material que es
llevado al laboratorio de quimica o biologia.

v El material se dispone en bandejas plasticas separando por 6rgano el material
vegetal.

V' Se deje secar & temperatura smbiente, cuidando que no se infeste de
microorganismos.

¥ Luego el material es triturado utilizando un homogenizador con el fin de
disminuir el tamaiio de la particula y mejorar la posterior extraccion con etané!
al 96%.

¥ La metodologis utilizada es la maceracion etandiica en frio con agitacion, en
donde se permite la extraccion del disolvente en el material vegetal por 48
horas.

T
AP @
5 3 o RN =
: : ‘ s
Materiales empleados: Material vegetal seco, Frascos de vidrio de tamaiio
considerado, homogenizador o licuadors, Balanza analitica, Bolsas Ziploc, Etand,
librets de apuntes, bata de laboratorio, cinta para rotular, Sharpie.
— \=

En las paginas del contenido también encontraras estos iconos.
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Miniexperimento. Pequenas practicas de laboratorio para
afianzar los conocimientos de las ciencias.

Tu salud. Conocimientos cientificos que puestos en practica
mejoran tu calidad de vida.

Por la salud de nuestro planeta. Conocimientos cientificos que al
ser puestos en practica contrubuyen al mejoramiento del
ambiente.

Misterio cientifico. Curiosidad cientificas verdaderas o erroneas
sobre fenomenos naturales.

e Secciones especiales.

En la Unidad didactica también encontraras algunas secciones especiales que se

pueden identificar asi.

I . S——
e
Laboratorio de ciencias naturales. Nz ¥ oE LA BoTAVCA
PRACTICA DE LABORATORIO No 2.
ANALISIS CUALITATIVO Y g Dgrér:"mgll:;\mmm

A través de estas practicas podras
L Los fisvonoides son un grupo de sustanciss que se encuentran en las plantss cuyes.
comprobar algunos fenémenos T e e

dos grupos Cs que son snilos de benceno sustituidos por une cadens siifatics de tres.

cientificos y aplicar conceptos _—

Los flsvonoides e: iedsidos. Se
mader

trabajados, para aproximarte al oo :
conocimiento cientifico. e e =

‘antocisnidines (como la cisniding). Al ir del snillo mes reducido sl més oxdsdo, se
tienen les siguientes cleses de flavonoides.

Materisles para Andiisis Ftoquirmico Preliminsr pars Flavonoides:

=3
HCLE m
Mgen poo 01 g

T planche de calentamients

Materisles pars pruebs de fenoles y fisvonoides.

30 Ceidas de espectrofotdinetro de 1 cm | Ewnol 1000 m
de puso optico.
Wicropipetss de 10 - 100 - 1000 bl Tricloruro de Alurminio 500 ml
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TABLA DE CONTENIDO.

CRITERIOS PARA LAS ACTIVIDADES DE ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR.

ltems

Tiempo Modo de Trabajo Recursos.

INTRODUCCION AL ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR.

Guia de trabajo No 1.

Parte I. Prueba de entrada
donde se conocera los
conceptos previos basados
en quimica organica.

Parte Il. (Clase)
Constituyentes secundarios
de las plantas. Presentacion a
los estudiantes por parte del
docente, el tema de
metabolitos secundarios,
espacio para resolver dudas y
encaminar el procesos de
ensenanzay aprendizaje de la
fitoquimica.

Parte [l. (Extraclase)
Recolecta de Material
vegetal. Se conforman grupos
de laboratorio donde su
primera tarea es la
recoleccion del  material
vegetal, hojas de la especie
sangregado (Croton
funckianus) para las
respectivas  practicas de
laboratorio.

20 Minutos. Individual. Fotocopias.
100 Minutos. Colaborativo Presentacion
(estudiantes y en Power Point
Maestro). y Video Beam.
Extraclase.
Importante Grupos de Prensa para
secado a Laboratorio 4 colecta de
temperatura personas maximo. material.
ambiente del
material.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS PARA PRUEBAS FITOQUIMICAS

Guia de Trabajo No 2.

Parte l. (Laboratorio).
Preparacion de los extractos
etandlicos secos por parte de
los estudiantes. Cada grupo
debera traer el material de
trabajo correspondiente,
explicito en la guia de trabajo
No 1.

PRELIMINARES

Grupo de Explicacion por
laboratorio maximo parte del
120 Minutos 4 personas mas maestro mas
maestro material de
acompanhante trabajo.
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Parte Il (Extraclase) Trabajo
Los estudiantes deberan

estar familiarizados con las Grupo maximo de 4  Presentacion
marchas fitoquimicas y las Preinforme de personas. en Fisico para
reacciones con los diferentes  Laboratorio. revision
metabolitos en presencia del

reactivo.

COMPRENSION DE LAS MARCHAS FITOQUIMICAS Y REACCIONES DE LOS
METABOLITOS FRENTE AL REACTIVO.
Guia de trabajo No 3.

Parte I. (Clase) Se reforzara el

tema de constituyentes Presentacion

secundarios, ademas de una Colaborativo en Power Point
explicacion acerca de las 60 Minutos. (estudiantes y y Video Beam.
marchas fitoquimicas que Maestro).

seran llevadas a cabo para el

reconocimiento de los

metabolitos secundarios.

Parte Il. (Preparacion de los
extractos secos) Si la

disponibilidad de equipos lo Rotaevaporado
posibilita, se obtendran los Colaborativo r, extractos
extractos secos para el 60 Minutos. (estudiantes y etandlicos.
analisis en la practica de Maestro).

laboratorio

PRACTICA DE LABORATORIO No 1: ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR DE
EXTRACTOS ETANOLICOS DE C. funckianus.
Practica de laboratorio No 1.

Determinacion cualitativa de

metabolitos secundarios Entrega del
presentes en los extractos 120 Minutos Grupo de respectivo
etandlicos de la especie C. Laboratorio informe de
funckianus. laboratorio

CRITERIOS PARA LAS ACTIVIDADES DE FLAVONOIDES.
PRUEBA DE ENTRADA
Guia de Trabajo No 4.

Parte | (Clase): Prueba de
ideas previas
preinstruccionales sobre 20 Minutos Individual Fotocopias
flavonoides  orientada a
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pensar que caracteristicas
conocen de los flavonoides.

Parte Il (Clase): Identificacion
de semejanzas estructurales
sobre varios flavonoides
encaminado a identificar la
estructura basica de los

mismos logrando
comparaciones y
reconocimiento de

particularidades de cada
grupo.

Guia de trabajo No 5.

Parte I. (Clase) Presentacion a
los estudiantes por parte del
docente el tema de
flavonoides. Espacio para
resolver dudas. Encaminada
a dirigir el proceso de
ensenanza y aprendizaje de
este grupo de metabolitos
secundarios.

Parte Il. Clasificacion
estructural de los flavonoides
afianzar conceptos

relacionados.

Parte Il (Extraclase)
Caracterizar un flavonoide de
acuerdo a los parametros
establecidos y preparar una
presentacion ludica. Conocer
funcionalidad y utilidad de los
flavonoides.

Guia de trabajo No 6.
Parte I. Presentacion de la
parte lll de la guia de trabajo

No 5.

Parte Il. Situacion problema:
¢El consumo de flavonoides

100 Minutos

50 Minutos

30 Minutos.

120 Minutos.

Maestro y
estudiante

Maestro

Individual.

Gruposde a 3
integrantes

Fotocopias

Video Beam y
presentacion
en Power
Point.

Tablero.

Proporcionado
por el
estudiante.
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afecta la salud humana?
Hacen parte de nuestra

dieta? Disene un folleto al fin Parejas Proporcionado
de responder de forma por el
coherente la situacion estudiante.
problema enunciada,

desarrollando competencias
educativas basicas.

PRACTICA DE LABORATORIO No 2: CUANTIFICACION Y EVALUACION DEL CONTENIDO
DE FLAVONOIDES EN EXTRACTOS ETANOLICOS DE C. funckianus.

Practica de laboratorio para la determinacion cualitativa y cuantitativa de flavonoides
presentes en la especie Croton funckianus. El informe final sera la entrega en forma
de articulo cientifico explicando los resultados y analisis encontrados en la practica
misma.

El trabajo practico de laboratorio se llevara a cabo en maximo tres sesiones de clase,
en donde a partir del extracto seco que fue recolectado en la practica de analisis
fitoquimico preliminar, sera empleado para elaborar los extractos etandlicos con el
solvente con grado analitico de pureza.

Para ello, en la guia de la practica de laboratorio se encontraran los siguientes
protocolos para el desarrollo de: Elaboracion del extracto etanélico, Marcha fitoquimica
para la deteccion de flavonoides a nivel cualitativo (prueba de Shinoda), Elaboracién de
la curva de calibracion con patron de Quercetina, Prueba para la determinacion de
flavonoides con AIClz, Analisis cuantitativo.

Sera llevado a cabo por grupos de laboratorio de 4 personas con el material y reactivos
correspondientes.

PRUEBA DE SALIDA

Prueba postinstruccional
sobre flavonoides orientada a
analizar el proceso de 120 Minutos. Individual. Fotocopias.

ensefanza y aprendizaje por
parte del estudiante
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2-OH-chalcona 2-OH-dihidrochalcona 2-OH-retro-chalcona

CONSTITUYENTES SECUNDARIOS DE LAS PLANTAS

De las plantas se puede extraer material
TEMAS DE LA UNIDAD: vegetal que pueden ser exudados, tales
como: gomas, resinas, mieles y otros

Fitoguimica. productos que brotan en gran cantidad al
realizarle incisiones o cortes a la planta viva.
Taxonomia Quimica. El caucho uno de ellos de gran importancia

en la industria quimica y automotriz. Por
destilacion se pueden extraer aceites
esenciales. Estos aceites son productos
grasos compuestos por un ndmero muy
grande de compuestos quimicos aromaticos
muy volatiles de estructura y composicion
muy compleja. La mayoria son terpenos de
bajo peso molecular.

UNIDAD 1

Para responder: ¢Qué impacto traeria para los ecosistemas y para la salud
humana la extraccién y utilizacion de compuestos quimicos vegetales
respectivamente?
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INDAGACION DE IDEAS PREVIAS.

UNIVERSIDAD PEDAGOGICA NACIONAL.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA.
LINEA DE INVESTIGACION ENSENANZA'Y APRENDIZAJE DE LA BOTANICA.

=)

GUIA DE TRABAJO No 1.

TEST DE ENTRADA SOBRE CONCEPTOS EN QUIMICA ORGANICA, BIOQUIMICAY

FITOQUIMICA.
Nombre: Fecha:
En cada una de las situaciones, de los C) H
diferentes distractores elija la opcion C
que le sea pertinente y senale la

respuesta adecuada.

1. En la quimica organica, al igual
gue en la quimica inorganica se
clasifican los compuestos
dependiendo de su naturaleza.
Los compuestos 2,2-dimetil-4-
fenil-3-butanona, 1-isopropoxi-2-
metoxiciclohexano y el acetato
de fenilo respectivamente hacen
parte del grupo de:

De La preguntas 3 a la 6 responda:

Sisolo I, Il 'y lll son correctas.
Si solo |y IV son correctas.
Sisolo Il y IV son correctas.

Cetona-Alcohol-Estere. :
Si solo IV es correcta.

Fenol-Estere-Amida.
Cetona-Eter-Estere.
Eter-Alcano-Fenol.

2cze
2eoe

3. Los carbohidratos polisacaridos
son polimeros constituidos por

2. Cual de los siguientes umdad_es de nr)o_leculas
compuestos es un compuesto denomlnadqs monosacaridos de
aromatico. lo cual se afirma que.

a) CH, .

CHCH, ) Lps ejemplos de azucares
simples son la fructosa y

la galactosa.
&, 1)) Los carbohidratos en las
plantas son almacenados
b) ?Ha (IZHQ_ CH, en formas como el

CH—C— CH;— C—CIH;—CH, almidon. _

| | 1) Los que tienen forma de
CH, CH, polisacaridos contribuyen

a la construccién de la
estructura celular.
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V) Tienen la funcion de ser
antigenos.

La respuesta es:

Los péptidos son cadenas
lineales de aminoacidos unidos
por enlaces quimicos covalentes
que se caracterizan por:

1) Tener un peso molecular
inferior a la proteina.

1)} Se caracterizan por ser
simples o conjugados.

) Estar involucrados en la
transduccion de senales.

V) Se unen por el grupo NH2
de un aminoacido y el
grupo COOH de otro
aminoacido.

La respuesta es:

Las unidades monomeéricas que
conforman las proteinas son los
aminoacidos los cuales:

D) No son fatales para la
planta si carecen de ellos.

1)) Aumentan la
permeabilidad celular de
las plantas.

1)) Cumplen funciones de
defensa en las plantas.

V) Disparan la floracion vy
evitan el aborto floral.

La respuesta es:

En los acidos nucleicos las
unidades monométricas que los
conforma son los nucleétidos
que se caracterizan por:

) Ser moléculas organicas
por la union covalente de
sus moléculas.

) Las bases nitrogenadas
son derivadas de
compuestos

heterociclicos aromaticos
(1) Son moléculas  con
energia acumulada en
sus enlaces.
V) Tiene un azlcar en forma
de pentosa en su
estructura.

La respuesta es:

Las plantas producen una
diversidad de compuestos
responsables de la coloracion y
aromas de frutos y semillas,
como también, otros estan
vinculados con interacciones
ecologicas como en la atraccion
de polinizadores. Estas
sustancias son objeto de estudio
de la fitoquimica, las cuales se
denominan.

a) Metabolitos primarios.

b) Metabolitos secundarios o
productos naturales
vegetales.

c) Fotosintatos.

d) Macromoléculas.

Dentro del metabolismo de las
plantas se sintetizan grupos de
compuestos estudiados por la
fitoquimica. ¢Cuales de las
siguientes sustancias son objeto
de estudio de esta area?

a) Terpenos, Carbohidratos,
Alcaloides y Proteinas.

b) Aminoacidos, Flavonoides,
Antocianinas y Terpenos.

c) Alcaloides, Flavonoides,
Cumarinas y Saponinas.
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d) (;umarinas, Antocianinas,
Acidos grasos y Terpenos.

. Los compuestos que estudia la
fitoquimica son derivados de tres
vias principales que se originan
en el metabolismo principal de
los organismos vegetales. Estas
rutas son.

a) Piruvato, Acido Shikimico vy
Ciclo de Krebs.

b) Acido  Shikimico,  Acido
malénico y Acido melavénico.

c) Acido acético, AcetilCoA y
Acido Masénico.

d) Acido malénico, Acido acético
y Glicerol.
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PARTE II.

Por parte del maestro encargado, abordara el tema de constituyentes secundarios de
las plantas tomando como eje de partida en contenido conceptual que se elabord para
dicho fin que se encuentra en la seccion posterior a esta actividad de trabajo. Este
espacio estara abierto a la discusion y resolucion de preguntas por parte de los
involucrados en el proceso de ensenanza y aprendizaje (Maestro y Estudiante).

PARTE lll Extraclase.

Colecta del material vegetal de la especie Croton funckianus (Euphorbiaceae) que se
encuentra distribuida en la cuidad de Bogota. El protocolo sera el siguiente:

La obtencion de extractos empieza por la recoleccion del material que es llevado al
laboratorio de quimica o biologia. EI material se dispone en bandejas plasticas
separando por 6rgano el material vegetal. Se deja secar a temperatura ambiente,
cuidando que no se infeste de microorganismos.

121



=

MANEJO DE CONOCIMIENTOS PROPIOS DE LAS CIENCIAS NATURALES.

CONSTITUYENTES SECUNDARIOS DE LAS PLANTAS.

Elementos orientadores de: Ciria Valencia Ortiz. Ciudad de México. México; 2000.

Las plantas son esenciales en la vida del hombre y de los animales debido a que
convierten energia solar en compuestos de carbono que a su vez producen otros tipos
de compuestos alimenticios importantes; a partir de moléculas de agua, didoxido de
carbono (CO2), y energia solar, elaboran hidratos de carbono, lipidos y proteinas
considerados como metabolitos primarios. Las plantas no solo producen estan
sustancias, estas también producen otros miles de compuestos a los que se les llaman
metabolitos secundarios, muchos de los cuales los utiliza el hombre para diversos
propositos. La reaccion fotosintética es presentada en la siguiente ecuacion (fig. 01).

Fig. 01: Ecuacion de la fotosintesis. Melgarejo et al; 2012.

kv

rCO: + 2pH-0 » #wCHO + #H0 + n0:

ez ias

Esta ecuacion es general, y especificamente los productos pueden ser diferentes
oligosacaridos o polisacaridos (la reduccion del diéxido de carbono a lipidos, no implica
otras reacciones quimicas). Los metabolitos secundarios que las plantas producen se
conocen como constituyentes quimicos, y los metabolitos responsables de los efectos
terapéuticos se conocen como constituyentes o principios activos, que son diferentes a
los constituyentes inertes que también se encuentran en las plantas; entre estos ultimos
estan la celulosa, lignina, suberina ademas el almidoén, alblimina y algunas materias
colorantes que no tienen actividad farmacologica definida. La presencia de sustancias
inertes puede modificar e incluso eliminar la absorciéon o la potencialidad de los
constituyentes activos. Para anular esos efectos en drogas crudas o en preparaciones
galénicas (trayectoria que va desde la droga o materia prima a la sustancia
medicamentosa o medicamento asi como de la transformacion de esa sustancia
medicamentosa en forma farmacéutica (Valencia; 2000) los principios activos para su
uso terapéutico se extraen, purifican y se cristalizan.

Aunque el nombre de metabolito secundario se usa para denominar los productos
finales del metabolismo, muchos no tienen importancia para la planta que los producen
y no son productos finales ya que posteriormente pueden presentar cambios.

Es importante resaltar que los productos farmacolégicamente activos son aquellos a los
que se les atribuye actividad terapéutica; puede ser una sustancia aislada o una mezcla
de principios. En este Ultimo caso, la separacion de ellos no se considera ni practica ni
ventajosa. Los constituyentes aislados pueden ser alcaloides, glucosidos, enzimas,
fitohormonas, vitaminas etc., y las mezclas incluyen aceites fijos lipidos, ceras, aceites
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volatiles resinas, oleorresinas, gomorresinas, balsamos etc. Estas mezclas no solo
tienen un uso terapéutico sino también como materias primas en las industrias
farmacéuticas, de cosméticos, perfumeria y lubricantes.

Taxonomia quimica.

Uno de los primeros taxonomistas fue Linnaeus (1707-
1778) quien considerd que las diferentes especies de
plantas eran constantes y describid cerca de 8000
especies; su nimero ha aumentado y ahora se estima que
hay mas de 25000 especies diferentes de angiospermas
(Crisci; 2006).

Hasta la fecha se han propuesto muchos sistemas de
clasificacion, los mas modernos intentan utilizar la mayor
parte de caracteres presentes en las plantas y los
resultados de las investigaciones en otros campos

Hoja de Gingko biloba. Tomada de: . . . . . -
http://www.biomanantial.com/ cientificos, como por ejemplo su anatomia, citologia,

genética, palinologia, paleontologia geografica, geologia y
guimica. La clasificacion basada en la composicion quimica de las plantas, agrupa a
estas de acuerdo a los componentes quimicos presentes y recibe el nombre de

quimiotaxonomia.

Diéxido de Protei
; o oteinas
licerato Se genera Compuestos L
Glicera e — s Isotiocianato
Compuestos cianogenéticos
Origina Compuestos con el N.
Compuestos

Aromaticos
é—’ derivados del
Aci i Aminoécidos Fenilpropano
P | Acetil CoA
Acidos Grasos / :

A

Genera

ACIDO

Compuestos Isoprenoides “
(Terpenos, sesquiterpenos, Porﬂnpas
Triterpenos, esteroides, (Clorofilas)
Carotenocides)
Sistema Citocromo

Fig. 02: Origen de algunos metabolitos secundarios en relacién con los pasos metabélicos basicos. (Valencia; 2000)

(s o ss g ‘
/ CICLO TRICARBONICO

La taxonomia molecular de las plantas se basa en los constituyentes secundarios,
generalmente los de bajo peso molecular que se encuentran en las plantas y
compuestos importantes biosintéticos de alto peso molecular como proteinas y DNA, por
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lo que se puede decir que la taxonomia molecular se basa en la fitoquimica, ya que esta
se ocupa de aislar, elucidar las estructuras y la conformacion de los constituyentes que
se encuentran en las plantas sin tomar en cuenta su posicion sistematica. La fitoquimica
ha sido y va a seguir siendo de gran importancia para el desarrollo de la quimica organica
de productos naturales (Valencia; 2000).

La potencialidad de la quimica es la taxonomia vegetal, fue Util para los taxonomistas
anteriores a Darwin, como De Chandole (1778-1841) ya que incorporaron muchos
caracteres quimicos como el olor, color, sabor etc., de las flores en sus descripciones
taxondmicas en todos los niveles: las venenosas, algunas plantas que acumulan
almidodn, otras lipidos o proteinas. Las algas se clasifican de acuerdo a su pigmentacion
en algas cafés, rojas, verdes etc. Cuando se obtuvo la constitucion quimica de los
compuestos responsables de tales propiedades, se consider6 que muchos
constituyentes vegetales podrian estar relacionados y por lo tanto, ser Utiles en su
clasificacion quimica, y asi muchas plantas fueron clasificadas juntas porque tenian
compuestos quimicos idénticos o parecidos, esta fue una de las razones por las cuales
emergio la taxonomia molecular. Recientemente se han hecho investigaciones para
demostrar que las plantas relacionadas por la clasificacion botanica producen
compuestos similares. Estos estudios quimiotaxondmicos pueden ser de valor
farmacéutico porque siempre existe la posibilidad de aislar materiales activos.

Las plantas tienen una composiciéon quimica compleja y estan sujetas a variaciones
considerables; en cambio, las moléculas estan definidas en términos de la fisicoquimica
y esto se debe al mérito de los estudios quimiotaxonémicos (Valencia; 2000).

Los diferentes 6rganos de la planta contienen diversos constituyentes quimicos, y la
comparacion de la quimica de las hojas de una especie, con las raices y las semillas de
otra especie, puede guiar a conclusiones diferentes. A menudo las partes estudiadas de
la planta se mencionan en la literatura, lo que le resta el valor taxonémico a la
informacion.
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LABORATORIO DE CIENCIAS NATURALES

UNIVERSIDAD PEDAGOGICA NACIONAL.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA.
LINEA DE INVESTIGACION ENSENANZA'Y APRENDIZAJE DE LA BOTANICA.

GUIA DE TRABAJO No 2.

PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS
ETANOLICOS.

Parte I: Procesamiento del Material.
Con el protocolo descrito anteriormente se procedera a la elaboracion de los extractos
etandlicos. El protocolo para dicha actividad sera la siguiente (Laboratorio de

Bioorganica; 2014. UMNG):

v' La obtencion de extractos empieza por la recoleccion del material que es llevado
al laboratorio de quimica o biologia.

v El material se dispone en bandejas plasticas separando por 6rgano el material
vegetal.

v Se deje secar a temperatura ambiente, cuidando que no se infeste de
microorganismos.

v Luego el material es triturado utilizando un homogenizador con el fin de disminuir
el tamano de la particula y mejorar la posterior extraccion con etandl al 96%.

v' La metodologia utilizada es la maceracion etandlica en frio con agitacion, en
donde se permite la extraccion del disolvente en el material vegetal por 48 horas.

Imagenes tomadas por: Andrés Castiblanco; 2014. Laboratorio de Bioorganica, Universidad Militar Nueva Granada.

Materiales empleados: Material vegetal seco, Frascos de vidrio de tamano considerado,
homogenizador o licuadora, Balanza analitica, Bolsas Ziploc, Etanol, libreta de apuntes,
bata de laboratorio, cinta para rotular, Sharpie.
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Parte Il (Extraclase): Aproximacion al analisis fitoquimico preliminar.

Para la familiarizacion por parte de los estudiantes acerca de unos de los métodos
universales para el estudio de la fitoquimica es que realicen una busqueda inicial en
torno a los que es el método, la importancia y el reconocimiento de los diferentes
reactivos, equipos. Para lograr a cabo este objetivo tendran la labor de realizar un Pre-
informe de laboratorio en donde se especifiqgue los puntos anteriormente descritos,
ademas de la elaboracion de marchas analiticas que especifica el paso a paso de cada
una de las pruebas a realizar en la sesion de laboratorio.
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MANEJO DE CONOCIMIENTOS PROPIOS DE LAS CIENCIAS NATURALES. %

UNIVERSIDAD PEDAGOGICA NACIONAL.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA.
LINEA DE INVESTIGACION ENSENANZA'Y APRENDIZAJE DE LA BOTANICA.

GUIA DE TRABAJO No 3.
EL ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR.

Elementos orientadores de Olga Lock de Ugaz. 1994.

Son compuestos organicos sintetizados por los organismos que no tienen un rol directo
en el crecimiento o en la reproduccion del mismo. Poseen caracteristicas muy variadas,
asi como una extrema complejidad quimica. La ausencia de algin metabolito
secundario no impide la supervivencia, si bien en algunas ocasiones se vera afectado
por ella (Lock de Ugaz; 1994).

Caracteristicas:
1) No son esenciales para el crecimiento.

2) Generalmente se producen como mezclas de productos muy relacionados
guimicamente entre si.

3) La produccion puede perderse facilmente por mutacion espontanea.

4) Cada uno de estos productos es producido por un grupo muy reducido de
organismos (Brook, G. F.; J. Butel y S. A. Morse; 2005).

Metabolitos Secundarios en la Plantas: Los metabolitos secundarios en las plantas
intervienen en las interacciones ecoldgicas entre a planta con su ambiente. Los
constituyentes quimicos se pueden agrupar en base a sus origenes biosintéticos, se
agrupan en cuatro clases principales.

Terpenos: Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de
metabolitos secundarios. La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y
supervivencia de las plantas. Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la
union de unidades de isopreno (5 atomos de C) (Sanabria; 1983).

De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de isopreno (C5)
que contienen:

e Monoterpenos: Terpenos de 10 C contienen dos unidades C5.

e Sesquiterpenos: Tienen tres unidades de isoprenoy 15 C.
e Diterpenos: Tienen cuatro unidades C5y 20 C.
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e Triterpenos: Tienen 30 C.
e Tetraterpenos: Tienen 40 C.
e Politerpenos: Contienen mas de 8 unidades de isopreno.

Compuestos Fendlicos: Las plantas sintetizan una gran variedad de productos
secundarios que contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de
compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol
(Sanabria; 1983).

Cumarinas: Amplia familia de lactoras, algunas tienen funciones como agentes
antimicrobianos, inhibidores de germinacion y algunas muestran fototoxicidad frente a
insectos (Sanabria; 1983).

Flavonoides: Poseen las caracteristicas de ser polifendlicos y ser solubles en agua. Su
esqueleto carbonado tiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos unidos
mediante un puente de tres carbonos (Barba; 1997).

Lignina: Polimero altamente ramificado de fenilpropanoides. Es insoluble en agua y en
la mayoria de los solventes organicos lo que hace muy dificil su extraccion sin degradarla
(Barba; 1997).

Taninos: compuestos fendlicos poliméricos que se unen a proteinas
desnaturalizandolas. Existen dos categorias: taninos condensados, polimeros de
unidades de flavonoides unidas por enlaces C-C, los cuales no pueden ser hidrolizados
pero si oxidados por un acido fuerte para rendir antocianidinas, y taninos hidrolizables,
polimeros heterogéneos que contienen acidos fendlicos, sobre todo acido galico y
azlcares simples; son mas pequenos que los condensados y se hidrolizan mas
facilmente (Barba; 1997).

Glicésidos: hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de
azlcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo (Dominguez; 1985).

Saponinas: Son triterpenoides o esteroides que contienen una o mas moléculas de
azUcar en su estructura (Dominguez; 1985).

Glicésidos cianogénicos: Compuestos nitrogenados, que no son toxicos por si mismos
pero se degradan cuando la planta es aplastada liberando sustancias volatiles toxicas
como cianuro de hidrogeno (HCN) (Sanabria; 1983).

Alcaloides: Familia de mas de 15.000 metabolitos secundarios que tienen en comun
tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un atomo de nitrégeno
en la molécula, y exhiben actividad biologica. La mayoria son heterociclicos aunque
algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (Dominguez; 1985).
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Importancia De Los Metabolitos Secundarios:

La distribucion de los metabolitos secundarios en el reino vegetal es limitada y para
determinados compuestos queda restringida a ciertas especies, por lo tanto es
improbable que desarrollen un papel fundamental en el metabolismo primario. Sin
embargo, existen excepciones, entre estas estan las clorofilas y los reguladores del
crecimiento (hormonas vegetales), de los que sus funciones bioquimicas y fisiologicas
han sido ampliamente reconocidas; ademas, recientemente se establecié que los
flavonoides son factores que inducen la germinacion del polen y la elongacion del tubo
polinico. Adicionalmente los metabolitos secundarios son responsables de otras
funciones importantes como (Dominguez; 1985., Sanabria; 1983., Bulla et al., 2012):

e Pigmentos de las flores que atraen a los insectos polinizadores.

e Compuestos que inhiben el crecimiento de otros organismos (sustancias
alelopaticas).

e Protegen a la planta de infecciones (fitoalexinas).
e Defensa contra predadores y patogenos

e Algunos compuestos secundarios tienen importancia fisiolégica (los esteroles,
constituyentes de las biomembranas, la lignina, polimero natural).

e Funcionan como reguladores del crecimiento (fitohormonas) y almacén de
nitrégeno

Industrialmente se emplea en:
e El mercado mundial de plantas medicinales.
e Como agentes quimio-terapeduticos.
¢ Antibiéticos utilizados en patologia de plantas.
e Antibioticos usados para aumentar el crecimiento de los animales en veterinaria.

e Antibidticos usados como herramientas en bioquimica en biologia molecular.
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Analisis Fitoquimico:

Su objetivo es determinar metabolismos secundarios presentes en plantas aplicando
para ello una serie de técnicas de extraccion, separacion, purificacion y determinacién
estructural.

Mucstra soca v molida
(50g)

500 ml. MeOH. 34 b a temmp. amnb.
ref 4 b fikrar en cabeme

Extracto metandlico
=y R

iammos  Ammoacidos  Flavonoides 2 » scqucdad
ext. won 150 ml, HCI 1% 50°C
i sobrs celna

[ l

Bavar con agua el
ey alcatimzar con NH,
i, CHCI, . iene an o CHCh.
Bewar a 20 mL
Fraccion b

Shinods  Romeohemm Lishormamn-  Deagendortf

Imagen y protocolo tomado de: Sanabria; 1983.

Parte Il. Protocolo para la preparacion de los extractos etanélicos secos. (Laboratorio
de Bioorganica; 2014. UMNG)

e La metodologia utilizada es la maceracion etandlica en frio con agitacion, en
donde se permite la extraccion del disolvente en el material vegetal por 48 horas.

e Se procede a filtrar y a disminuir el volumen del disolvente por medio de
destilacion al vacio utilizando un rotaevaporador.

e Los extractos obtenidos son almacenados en frascos de compota, de introducen
en un horno de secado a 40°C, después de secos son almacenados en un lugar
fresco y seco lejos de los rayos de la luz que pueden llegar a generar
descomposicion de metabolitos presentes.

Imagenes tomadas por Andrés Castiblanco.
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LABORATORIO DE CIENCIAS NATURALES

UNIVERSIDAD PEDAGOGICA NACIONAL.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA.
LINEA DE INVESTIGACION ENSENANZA'Y APRENDIZAJE DE LA BOTANICA.

PRACTICA DE LABORATORIO No 1.
ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR (AFP).

Introduccion.

Cuando la quimica de los productos naturales se enfoca a los sistemas
vivientes, es porque estos productos ya han pasado por algun tipo de
analisis, tanto de clasificacion como de morfologia y algunos estudios
etnobotanicos. Si los estudios se canalizan a la quimica de plantas,
tratese de diminutas bacterias, micro y macromycetos (hongos), algas o
bien faner6gamas y sus metabolitos, tanto primarios como secundarios,
se les considera estudios propios de la fitoquimica. Como ciencia, la
fitoquimica estudia la multitud de compuestos quimicos que se encuentran en la
complejidad de las células vegetales, pero no solo como entidades quimicas, sino como
productos de una serie de procesos que intervienen en si biogénesis, es decir, estudia
el analisis quimico aln no agotado y la relacion entre la estructura y la accion fisiologica,
como lo hace también la bioquimica (Bilbao; 1997).

Objetivo: Presentar un panorama general del analisis cualitativo de las sustancias
guimicas que se obtienen a partir de las plantas.

Materiales y procedimiento:

1 codo uniéon M/M 24/40
1 cristalizador mediano
1 embudo Buchner mediano
1 gradilla
1 matraz Kitazatode 1 1
1 matraz de 50 ml
1 parrilla
10 pipetas Pasteur
2 pipetas de 10 ml
3 pipetas de 5ml
Papel indicador
Papel filtro No 1
1 refrigerante recto 24/40
1 trampa de vacio
10 tubos de ensayo
2 vasos de 250 ml
1 vaso de precipitado de 100 ml

Agua
Acido Acético
Acido clorhidrico
Acido cianhidrico
Acido Picrico
Acido sulfirico
Cloroformo
Etanol
Hidréxido de Sodio
o-naftol
Nitroprusinato de sodio
Picrato de Sodio
Piridina
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De 50 a 100 g de muestra o material biolégico (pueden ser hojas de cualquier planta
determinada o algln otro vegetal, corteza, semilla etc.) seco y molido de preferencia. Se
extrae por reflujo con alcohol desnaturalizado, aplicado durante una hora. El extracto
etandlico obtenido después de filtrar, se concentra por destilacion directa en bano
Maria. El residuo semisélido se usa para los siguientes ensayos (Dominguez; 1985).

a)

Alcaloides: Una proporcion del residuo se disuelve en acido clorhidrico diluido, se
agita y se filtra hasta que el filtrado sea completamente transparente. El filtrado
se ensaya con los reactivos para alcaloides: Mayer, Dragendorft, Wagner, Hager
y acido silicotingstico. Nota: una gota del reactivo es suficiente para cada
prueba, comparar contra una estandar (Barba; 1997).

Saponinas: Disolver en un tubo de ensayo una porcién del residuo etandlico con
agua caliente, agitar vigorosamente por algunos minutos. La formacion de
espuma estable por unos minutos con apariencia de panal de abejas se
considera positiva. Otra porcion del residuo se ensaya con el reactivo de
Rosenthaler: si se anade al extracto una gota del reactivo y una gota de acido
sulfdrico concentrado, las saponinas de triterpenos pentaciclicos dan un color
violeta (Barba; 1997).

Triterpenos: Disolver una porcion del residuo con 1 ml de cloroformo, agregar 1
ml de anhidrido acético y dejar resbalar por las paredes del tubo de ensayo.
Anadir 1 o 2 gotas de acido sulflrico concentrado: la aparicién de colores rojo,
rosa violeta, verde, purpura o azul en la interfase se considera positiva (Barba;
1997).

Taninos: Disolver con agua una porcion del residuo, filtrar y tomar alicuotas de 1
ml para las pruebas con agua de bromo, cloruro férrico y con un reactivo de
gelatina (Barba; 1997).

Flavonoides: Una porcion del residuo alcohdlico se diluye con etanol y se divide
en dos tubos. Una tira de papel filtro se impregna con el extracto diluido y se deja
secar a temperatura ambiente, posteriormente se sometera a la accion de
vapores de amoniaco (hacerlo en la campana), la aparicion de colores amarillo
ocre se considera positiva para flavonoides. A un tubo con el extracto diluido se
le agrega un trocito de viruta de magnesio amalgamado y se le agregan unas
gotas de acido clorhidrico concentrado (Reactivo de Shinoda). La aparicion de
colores que van desde el amarillo al rojo azuloso, pasando por el anaranjado, se
considera positiva. Al otro tubo se le agregan unas gotas de hidroxido de sodio
diluido, la aparicion de colores amarillo o naranja se considera indicativa para la
presencia de flavonoides (Barba; 1997).

Azucares: Diluir una porcion del extracto etandlico (aproximadamente 50 ml) con
agua y filtrar. Probar con los siguientes reactivos (Barba; 1997):
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Reactivo de Benedict: Tomar 1 ml de la solucidon problemay agregar 1 ml del
reactivo de Benedict. Anadir 2 ml de agua y calentar la mezcla en bano Maria,
acompanandola con un blanco. Anotar el tiempo de reducciéon o cambio de

color.

Reactivo de Fehling: Tomar una alicuota de 10 ml del extracto diluido y
anadir 5 ml de la solucion “A” y 5 ml de la solucién “B” calentar en bano
Maria haciendo también un blanco. Anotar el tiempo de reduccion.

Reactivo de Molish: Se subliman 5 ml de a-naftol, posteriormente, por las
paredes del tubo, se agrega sin agitar 1 ml de acido sulfurico. La aparicion
de un anillo colorido en la interfase de los medios liquidos se considera

positiva.

Resultados.

Nombre de

Cuadro de resultados con los reactivos utilizados para cada uno de los ensayos.

la muestra:

Reactivos
usados

ENSAYOS PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE

A B

C

D

E

F

G

H

Vegetal ( )

Recoleccion de plantas (muestra biologica).

Otro( )

Fecha de recoleccion:




Municipio o localidad a la cual pertenece:

Zona ecolodgica:

Caracteristicas del suelo:

Describa si se conoce el material colectado:
Si( ) No( )

Nombre comdan:

Nombre cientifico:

Género:

Familia:

Describa si se colecta toda la planta o parte de ella:

Si es un vegetal desconocido describa sus caracteristicas

Describa si se conserva, se guarda, se deshidrata etc.:

Nombre de la persona que llevo a cabo la coleccion del material biologico:

NuUumero de etiqueta que le corresponde a la muestra:

Observaciones adicionales:
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SOLICITUD DE SERVICIO DE LABORATORIO.

FITOQUIMICA.
Area: Practica No Fecha:
Titulo de la practica:
Nombre del estudiante:
Nombre del profesor encargado:
Nombre del laboratorista:
MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS

Observaciones:

Firma del estudiante:

Se anexa una forma como la siguiente para complementar la solicitud del material. De
esta manera se podra organizar previamente lo necesario para llevar a cabo las
practicas que se escojan durante el semestre.

Anexo Practica No:

MATERIAL Y EQUIPO REACTIVOS
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UNIDAD 2

FLAVONOIDES Y CONSTITUYENTES POLIFENOLICOS

TEMAS DE LA UNIDAD:
Flavonoides
Fenoles.

Metabolitos
secundarios.

Importancia Biologica.

Existen diferentes estudios serios en diferentes
revistas cientificas de prestigio que evidencian
las bondades de los flavonoides estudiados en
relacion con la salud. Sin embargo, los 6000
flavonoides identificados tienen diferentes
estructuras y por tanto, diferentes efectos y
capacidad activa. Aun no se sabe mucho sobre
la forma y la capacidad organica del ser
humano para poder asimilar y utilizar los
flavonoides y a pesar de ello ya hay
suplementos a la venta.

Para responder: ;Qué impacto traeria para el sistema viviente tener
una dieta rica en compuestos de origen vegetal como los flavonoides?
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INDAGACION DE IDEAS PREVIAS. O? f

UNIVERSIDAD PEDAGOGICA NACIONAL.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA.
LINEA DE INVESTIGACION ENSENANZA'Y APRENDIZAJE DE LA BOTANICA.
GUIA DE TRABAJO No 4.

PARTE I.
TEST DE ENTRADA SOBRE CONCEPTOS DE FLAVONOIDES.

Nombre: Fecha:

Los flavonoides son un grupo complejo de metabolitos secundarios y son objeto de
estudio de la fitoquimica. En este orden de ideas, es un grupo en el cual se encuentran
las agliconas, glucosidos y flavonoides sulfatados, esta clasificacion general se le
atribuye a los compuestos a los que se encuentra unidos.

1. Cual de los siguientes alimentos NO contiene flavonoides.

Las siguientes estructuras son ejemplos de pigmentos vegetales denominados
agliconas por que se encuentran de forma libre.

1. 2.

llustracién 1: Tipos de flavonoides.
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A. B. C.
®

De acuerdo a lo anterior, el nicleo fundamental que conforma a los flavonoides
es:

En los pigmentos naturales se encuentran aproximadamente 10 clases de flavonoides
de los cuales hacen parte: Flavonas, Flavononas, Auronas, Chalconas, Flavanonoles,
Flavonoles, Leucoantocianidinas, Catequinas, Isoflavonas y Neoflavonas.

3.

ez

>

O T

o
~— — ~— ~—

g

Teniendo en cuenta que la ilustracion 1, se puede inferir que:

El compuesto 6 es una catequina.

Los compuestos 1y 2 son flavonas.

La estructura 3 corresponde a una chalcona.
La estructura 2 y 4 son isoflavonas.

Muchas veces la presencia de los flavonoides son una respuesta adaptativa de
la planta frente a diferentes condiciones de estrés abibtico, segln usted, que tipo
de estrés desencadenaria la aumento en la biosintesis de los flavonoides.

Proteger a los 6rganos foliares de la intensa radiacion ultravioleta.
Ser componentes desagradables al gusto de otros herbivoros.
Funcion ecolégica en la atraccion de polinizadores.

Todas las anteriores.

Los flavonoides aparecieron por primera vez en los ancestros de las embriofitas,
que comprenden un grupo monofiletico de todas las plantas terrestres (musgos,
helechos, angiospermas y gimnospermas), segun usted cual fue o fueron la (s)
posible (s) causa (s) claves para la transicion a la vida terrestre desde el alga
verde ancestral.
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MANEJO DE CONOCIMIENTOS PROPIOS DE LAS CIENCIAS NATURALES.

UNIVERSIDAD PEDAGOGICA NACIONAL.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA.
LINEA DE INVESTIGACION ENSENANZA'Y APRENDIZAJE DE LA BOTANICA.

GUIA DE TRABAJO No 5.

FLAVONOIDES Y COMPUESTOS AFINES.
Elementos orientadores de: Ciria Valencia Ortiz. Ciudad de México. México: 2000.

Los flavonoides son un grupo de sustancias que se encuentran en las plantas cuyas
estructuras se derivan del ntcleo aromatico flavano o 2-fenilbenzopirano. También son
compuestos de la serie Ce — C3 - Cs por lo que su esqueleto de carbonos consiste en dos
grupos Cs que son anillos de benceno sustituidos por una cadena alifatica de tres
carbonos (Valencia; 2000).

Fig. 01: Esqueleto basico de un flavonoide. Tomado de Dominguez; 1985.

Los flavonoides estan frecuentemente en las plantas en forma de glicésidos. Se conocen
aproximadamente 750 de estos compuestos, de los que el mas simple es la flavona,
que se encuentra en la superficie de hojas y tallos de muchas especies de Primula en
forma de polvo blanco. Los flavonoides se dividen en varias clases, de acuerdo con el
nivel de oxidacion del anillo central de pirano. Las dos clases mas importantes son los
flavonoles o 3-hidroxiflavonas (como la quercetina), y las antocianidinas (como la
cianidina). Al ir del anillo mas reducido al mas oxidado, se tienen las siguientes clases
de flavonoides (Fig. 02) (Valencia; 2000).

Los flavonoides a diferencia de los alcaloides, son un grupo relativamente uniforme en
sus estructuras, aunque a veces hay derivados mas complejos como las flavonas
sustituidas por alcaloides o terpenoides.

Biosintesis.

Los flavonoides estan relacionados biosinteticamente con los aminoacidos aromaticos
como fenilalanina y tirosina, via los correspondientes acidos cinamicos. Por
experimentos con atomos marcados, se ha establecido que el anillo B se forma a partir
del acido Shikimico. El anillo A se forma por la unién cabeza-cola de tres moléculas de
acetato. La cadena alifatica de tres carbonos probablemente se anade al anillo B para
reducir el compuesto Cs - Czantes de que se forme el anillo A. Se presume que todos los
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anillos aromaticos que tienen grupos hidroxilo en la posicion orto, tienen como precursor
al anillo Shikimico, mientras que los anillos aromaticos con grupos hidroxilo meta,
vienen del acetato. Tales compuestos Cs - C3 como la fenilalanina, el acido cinamico y el
acido ferulico son los que forman la porcion Cs (B) - Cs de los flavonoides. La
acumulacién de derivados del acido p-cumarico justo antes de la formacion de las
antocianinas, sugiere que este acido también es un precursor de dichos pigmentos. Se
ha observado que el acido Shikimico puede formar flavonoides sin la participacion de
aminoacidos o acidos cinamicos (Swain et al., 1962).

0 0 o
ﬁ. ‘/Jf‘
OH / OH

FLAVONOIDE FLAVAN-3-OL ANTOCINIDINA
FLAVONA FLAVANONA CHALCOHA

Fig. 2: Flavonoides mas usuales. Tomado de Valencia; 2000)

Probablemente el primer compuesto serie Cs - C3 - Cs formado, fue una flavona. La
interconversion chalcona-flavona quizas se produce enzimaticamente in vivo, pero
debido a la rapida interconversion de chalconas y flavonas, no se ha podido determinar
si las chalconas son intermediarios entre las flavononas y otras clases de flavonoides.
La dehidrogenacion directa de una flavona puede dar la correspondiente flavona; las
chalconas parecen ser precursores directos de las auronas, y sea directa o
indirectamente pueden serlo también de otros flavonoides. Se ha observado que en una
especie dada, los diferentes flavonoides tienen el mismo patron de dehidrogenacion en
el anillo, diferenciandose en el Cz que puede estar metilado o glicosilado. Tal
observacion sugiere, que hay un intermediario C15 comun que se convierte en los
diferentes flavonoides después que se ha establecido el patrén de hidroxilacion en el
anillo.

Propiedades de los flavonoides.

Los flavonoides, por ser fendlicos, pueden cambiar de color cuando se tratan con bases
0 con amoniaco, propiedad que sirve para caracterizarlos sobre los cromatogramas o en
solucion. Contienen sistemas aromaticos conjugados, por lo que muestran bandas de
absorcion ultravioleta en el espectro. En las plantas estan generalmente en forma de
glicosidos; un aglicon flavonoide puede encontrarse en una misma planta en varias
combinaciones glicosidicas, por esta razon, cuando se investigan los flavonoides de una
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planta, es mejor buscar los aglicones presentes en el extracto hidrolizado, que en el
extracto original porque en este puede haber varios glicosidos con un aglicon comun
(Ortiz; 1995).

La principal funcion de los flavonoides que se encuentran como pigmentos en las flores
y en los frutos, como se ha establecido desde la época de Darwin, es la de atraer
insectos y animales con proposito de polinizacion y dispersion de semillas (Ortiz; 1995).

Debido a sus muchos grupos hidroxilos, los flavonoides se unen facilmente a la
superficie de las enzimas, por lo que sus potentes inhibidores de algunos sistemas
enzimaticos, por ello, la presencia de flavonoides en los extractos de plantas, a menudo
se hace que el aislamiento de las enzimas sea muy dificil. La posibilidad de que los
flavonoides actien como reguladores del crecimiento en las plantas es debido a su
efecto sobre el sistema enzimatico acido indolacético ([IAA]- Indol acético oxidasa), ha
sido investigada principalmente por Galston (1969). Estos estudios se han llevado a
cabo en plantas de chicharo, en donde las hojas, tallos y otros 6rganos, contienen
cantidades relativamente grandes de quercetina y kaempferol estimulan la IAA oxidasa;
son enzimas cofactores y por lo tanto aumentan la destruccion de IAA, al disminuir la
velocidad de crecimiento. En cambio la quercetina debido a su nlcleo de catecol
facilmente oxidable, tiene una accion leve sobre la IAA y es preferencialmente oxidada
por la enzima, cuya accion sobre la IAA se inhibe. Estudios in vitro han demostrado que
el crecimiento en las plantas de chicharo bajo diversas condiciones fisiol6gicas
(concentraciones relativas de kaemoferol a quercetina) estan relacionadas con la
actividad de crecimiento (Ortiz; 1995).

Se cree que algunos de los flavonoides tienen una funcion protectora y le confieren a
las plantas que los contienen resistencia contra enfermedades como el caso del
isoflavonoide pisintina de Pisum sativum, que se indica que es el una fitoalexina de las
legumbres. La presencia de los flavonoides también tiene importancia por su
distribucion taxonémica, pueden ser marcadores quimicos en los estudios biosintéticos
en las plantas superiores (Ortiz; 1995).

Variacion estructural.

Aunque se han aislado cerca de 150 aglicones flavonoides diferentes de las plantas,
solamente 11 de ellos son los mas comunes. Es su estructura se observa que su patron
de hidroxilaciéon basica es similar, y que solo difieren en los grupos hidroxilos unidos al
anillo B. Uno de los grupos mas importantes derivados del flavano esta constituido por
los antocianos o0 antocianinas, glicosidos que forman parte de los pigmentos rojos y
azules de las flores y los frutos; sus aglicones, las antocianidinas, se dividen en tres
grupos, la pelargonidina, cianidina y delfinidina representados en la ilustraciones 3,4y
5.
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Cada una de estas antocianidinas da origen a diversos glicosidos, segun la clase y el
nimero de polisacaridos que se combinan con ellos y segln la posicion que estos
ocupen en la molécula. En el caso de las antocianidinas, el nimero de hidroxilos del
anillo B esta relacionado con el color, asi, la pelargonidina que tiene un solo hidroxilo,
es de color escarlata, la cianidina que con los dos hidroxilos, es carmesiy la delfinidina,
con tres hidroxilos, es lila 0 malva. Estas tres antocianidinas junto con los tres derivados
metiléteres, la peonidina, petunidina y malvadina, estan muy distribuidos en las plantas,
y son abundantes en las flores y en los frutos (Ortiz; 1995).

OH

Fig 3: Pelargonidina Fig 4: Cianidina Fig 5: Delfinidina

Una propiedad caracteristica de los antocianos y antocianidinas es que pueden formar
sales gracias a la basicidad de un atomo de oxigeno tetravalente (sales de oxonio). Los
flavonoides correspondientes a los tres tipos principales de antocianidinas son el
Kaempferol, la quercetina y la miricetina, y a menudo se encuentran en las plantas junto
con las antocianidinas. Estos flavonoides generalmente son incoloros al pH de las
células vivas, y no contribuyen significativamente al color que presentan las flores,
encontrandose también con mucha frecuencia en las hojas. En el estudio efectuado con
las hojas de 1000 especies diferentes de plantas, se hall6 que el 48% de ellas contenian
kaempferol, 56% quercetina'y 10% miricetina (Swain; 1962) Figs. 06, 07 y 08.

OH CH

o]

OH
Fig. 6: Kaempferol Fig. 7: Quercetina Fig. 8: Miricetina

Las soluciones alcalinas de los flavonoles, a diferencia de las flavonas se oxidan
lentamente en el aire. La mayoria de los glucosidos y galactésidos flavonicos simples,
se hidrolizan rapidamente por medio de la emulsina-B-glucosidasa, en cambio, las
antocianinas como la cianidina-3-glucésido, requieren de la enzima especifica
antocianasa por su hidrolisis. Casi todos los flavonoides forman O-glicésidos, se conocen
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pocos C-glicosidos; el mejor ejemplo es la apigenina-8-C-glucésido o vitexina que se aislo
de la madera de Vitex lucens (Fig 08):

V. lucens de la cual
se aislé el glucdsido
Vitexina

Imagen tomada de: http://www.terrain.net.nz/friends-of-te-henui-group/table-1/puriri.html. Estructura
del alicosido Vitexita tomada de: Valencia: 1995.

La nomenclatura de los glicosidos flavonicos es confusa, porque muchos de los nombres
asignados son triviales, y tienen poca relacion con sus estructuras algunos nombres que
se derivan del aglicon, pero aun asi, son inconsistentes. La quercetina-3-ramnaosido es
la quercetina, mientras que la quercetina-3-glucosido, que no es un isémero, se le llama
isoquercetina en publicaciones recientes se suele indicar que la posicién del azlcar para
nombrar los nuevos glicosidos; sin embargo, algunos nombres triviales no han podido
eliminarse, como por ejemplo el nombre de la rutina, que es el principio activo de las
hojas de Ruta graveolens y que aun se utiliza en lugar de decir quercetina-3-rutindsido
es el mas conocido y quizas el glicésido flavonico mas ampliamente distribuido
(Valencia; 1995).

Flavonas.

Las flavonas se encuentran en plantas que pertenecen a las familias herbaceas como
las Umbeliferaceae, Lamiaceae y Asteraceae a diferencia de los flavonoles que son mas
abundantes en las angiospermas lenosas. En las flavonas falta el grupo 3-hidroxi-
presente en los flavonoles y en las antocianidinas, y solamente hay dos estructuras

comunes, la apigeninay la luteolina (Valencia; 1995). Fig. 10.
OH OH

HO. 0

OH 0

Apigenina. Luteolina
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Fig 10: De las familias Umbeliferas, Asteraceas y Lamiaceas se derivan las dos flavonas: Apigenina y Luteolina que son ampliamente
comunes en estas mismas.

Chalconas y Auronas.

Las chalconas no son flavonoides en un sentido estricto, puesto que tienen una
estructura de cadena abierta y hasta una numeracion diferente de la de los otros
flavonoides, se han clasificado entre los flavonoides en razén de que, por tratamiento
con acidos, se someten a una isomerizacion dando flavonas y también, porque se les
considera que son los precursores inmediatos de los flavonoides (Valencia; 1995).

Fig. 11: Esqueleto principal de una chalcona.

Las chalconas y las auronas no son muy frecuentes en las plantas; la buteina, una
chalcona comun, se encuentra en un estado libre en la médula de la acacia como 4-
glucosido en los pétalos de Coreopsis gigantea (Fig. 12). El patron de oxidacion contiene
un hidroxilo que generalmente se encuentra en posicion 2 y que corresponde al oxigeno
del anillo del pirano en los otros flavonoides. La conversion de las chalconas a
flavononas se lleva a cabo rapidamente en las soluciones acidas y la reaccion es
reversible en medio alcalino.

OH

Fig. 12: Coreopsis gigantea de la cual se extrajo la buteina una chalcona. Imagen tomada de:
http://repository.tamu.edu/handle/1969.1/107565?show=full. Estructura tomada de Ortiz; 1995.
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Esta reaccion puede notarse facilmente porque las chalconas son mucho mas coloridas
que las flavononas, especialmente en soluciones basicas donde son de color naranja-
rojo. En la hidrolisis acidas de glicésidos de chalconas, se obtiene un aglicon flavandnico
como un artefacto (producto que se formé durante la reaccion) en lugar de la chalcona.
Uno de los compuestos mas interesantes de este tipo es la floridzina, es el glucésido de
la dihidrochalcona floretina que causa glucosuria en los animales. La floridzina también
tiene un efecto sobre el crecimiento de las plantas, sobre todo en los manzanos, y su
presencia esta limitada a las plantas del genero Malus. (Valencia; 1995). (Fig. 13)

OH

Fig.13 Malus sp. Especie rica en Floridzina, un flavonoide. Imagen tomada de http://www.botanical-
online.com/flormalusdomestica.htm estructura de la floridzina tomada de: Valencia; 1995

Las auronas se forman por oxidacion enzimatica o aérea de las chalconas; su nombre
proviene del griego auros, dorado. Tanto las chalconas como las auronas se encuentran
casi en todas las flores amarillas y se detectan por medio de vapores alcalinos de los
cigarrillos, porque se vuelven naranjas o rojas. El sistema de anillos que tienen las
auronas se conoce como benzalcumaranona. Se conocen solamente cinco aglicones
gue poseen el patron de hidroxilacion de los otros flavonoides, como por ejemplo la
sulfuretina que esta en las flores amarillas de varias especies del genero Cosmos y la
leptosina que esta en la planta del genero Coreopsis (Valencia; 1995).

Flavonas y dihidroflavonoles.

Estas sustancias incoloras son productos de la reduccion de las flavonas y los
flavonoles, respectivamente, y como las chalconas, son posibles precursores de los
flavonoides mas oxidados. Las dos flavonas, el eriodictol y la naringenina, corresponden
en estructura a la luteolina y apigenina, y es comun hallarlas en las plantas (Ortiz; 1995).

Desde el punto de vista econdémico, la flavanona mas importante es la naringina ya que
es una sustancia tan amarga como la quinina y es el principio vital del sabor amargo de
muchos frutos citricos. Otros cambios en la estructura como la apertura del anillo y
reduccion, producen compuestos dulces como la dihidrochalcona neohesperidésido que
es 2000 veces mas dulce que la sacarosa. En cambio, los dihidroflavonoles no tienen
interés por su sabor, a pesar de estar muy distribuidos en la naturaleza, como la
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dihidroquercetina, que es un constituyente de la médula de muchos arboles
particularmente de las gimnospermas y de las flores de Petunia (Ortiz; 1995).

Fig. 14. Naringina un flavonoide ampliamente distribuido en los frutos citricos Imagen tomada de
http://lapaginal7.blogspot.com/2014/03/cinco-cuartos-de-naranja-joanne-harris.html. Estructura de la naringina tomada de
Valencia; 1995.

Aislamiento y determinacion estructural.

La mayoria de los flavonoides son solubles en agua, se aislan de los tejidos frescos por
extraccion con alcohol caliente, o de material seco con alcohol acuoso caliente; los
pocos flavonoides que son liposolubles requieren un tratamiento especial.

Después de los extractos alcohdlicos se han lavado para quitarles clorofilas y gomas, se
concentran y los flavonoides se separan por cristalizacion o cromatografia. Las
antocianinas, probablemente presentes en las células como cationes, o asociadas con
cationes de acidos organicos, son inestables a pH neutro o alcalino, y se aislan como
cloruros mediante extraccion con alcohol etilico o metanol o acido clorhidrico (Valencia;
1995).

Una ventaja de los flavonoides es que pueden detectarse rapidamente en
cromatogramas sin usar reactivos cromégenos. Muchos son coloridos (antocianinas,
chalconas) y los que no lo son, pueden verse por medio de la luz ultravioleta que dan
manchas moradas, cafés, verdes o amarillas. Ademas muchos cambian de color cuando
se tratan con amoniaco, color que es reversible. Por ello, tal vez la técnica
cromatografica mas usada para separarlos y purificarlos es la cromatografia en papel.
La particion cromatografica se lleva a cabo mediante solventes como butanol, acido
acético, agua (4:1:5 capa superior) mientras que la adsorcion cromatografica se hace
en papel con disolventes acuosos (agua sola o con cantidades variables de acido
acético). También se emplea la cromatografia en capa fina, para lo cual el mejor
adsorbente es la celulosa, ya que en ella se obtienen separaciones similares a las
obtenidas en la cromatografia en papel Valencia; 1995).

Otros adsorbentes que se emplean en la cromatografia en capa fina son la silica gel,
que se usa para flavonoides metilados e isoflavonas, y la poliamida, utilizada para los
glicosidos flavonicos. La espectroscopia ultravioleta es Gtil sobre todo si se emplean
sales inorganicas; las flavonas, segin sea el nimero de la posicion de los hidroxilos y
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otros sustituyentes, tienen cambios caracteristicos con cloruro de aluminio, acetato de
sodio, alcali y acido borico.

Me aproximo al conocimiento bioldgico desde la fitoquimica: ¢Dénde
queda el papel de los flavonoides en las interacciones bioldgicas?

Relacion entre la estructura y la funcion.

La razdn por la que las plantas acumulan constituyentes flavonoides en altas
concentraciones en sus hojas y flores no es bien conocida, pero debido a que estos
compuestos no estan involucrados en el metabolismo primario, es probable que su
papel principal sea bioldgico, sobre todo en la relacion con los insectos y animales que
polinizan o se alimentan de las plantas (Valencia; 1995).

Debido a su color, algunos flavonoides proporcionan a la planta medio para atraer
insectos, que como las mariposas y abejas, posibilitan la polinizacion; otros, los que
tienen sabor amargo, le dan a la planta los medios para repeler a los animales, como
pasa con los escarabajos que se alimentan de hojas. Desde el punto de vista de la
evolucion, las plantas pueden desarrollar la capacidad de sintetizar un determinado
color para sus flores por diferentes rutas, asi, la pigmentacion amarilla puede ser un
carotenoide o flavonoide y similarmente, el sabor amargo puede obtenerse de diversos
constituyentes secundarios no relacionados como las cucurbitacinas derivadas de
terpenos, alcaloides como la quitina o flavonas como la naringina. Tales factores
explican la distribucion aparentemente esporadica de algunos flavonoides como las
flavanonas y la distribucion uniforme de otros compuestos como las antocianinas
(Valencia; 1995). .

Las caracteristicas estructurales de los flavonoides que se conocen y que tienen una
funcion importante son:

e La presencia de un sistema resonante conjugado y extendido a menudo con un
carbonilo cromoforo.

e Presencia de grupos hidroxilo aromaticos.

e Forma molecular.

La primera caracteristica significa que muchos flavonoides son coloridos y, que también
son pigmentos importantes de las plantas. La presencia de grupos hidroxilo aromaticos
y el hecho de que los flavonoides puedan dividirse en dos grupos, depende si el anillo B
esta sustituido en un grupo 4’ hidroxilo o 3’ 4’ -dihidroxi, lo que significa que los
flavonoides son capaces de inhibir o estimular ciertos sistemas enzimaticos. La forma
molecular es importante en particular tratdandose de los isoflavonoides, porque su
actividad fisioldgica puede ser tomada en cuenta por su semejanza en estructura a las
hormonas animales (Valencia; 1995).
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Otras funciones:

Proteccion ante la radiaciéon UV: Los flavonoides incoloros suelen acumularse en las
capas mas superficiales de las hojas de la planta y captan hasta el 90% de las
radiaciones UV, impidiendo los efectos nocivos de estas radiaciones en los tejidos
internos (Alberch et al. 1999).

Defensa ante el herbivorismo: Algunos flavonoides como los taninos, protegen a las
plantas generando sabores desagradables para los herbivoros, principalmente
amargos, o texturas que no pueden ser agradables a estos, que se ven estimulados a
elegir otras plantas (Pelazon et al. 1999).

Regulacion del transporte de la auxina: Las plantas que son mutantes, que no poseen
la hormona chalcona sintasa, que forma parte de la via biosintética de los flavonoides,
muestran un crecimiento irregular debido a una deficiencia en el transporte de la auxina
a través de la planta. Probablemente esa deficiencia se deba a la ausencia de ese
flavonoide en la planta mutante (Graf et al; 2012).

Atracciobn de animales polinizadores: Muchos
flavonoides son componentes de los pigmentos de las
flores y de las hojas y les confieren coloraciones
atrayentes a insectos como se menciond
anteriormente, con lo que la funcion de muchos
flavonoides seria la de atraer polinizadores hacia las
flores, un caso muy destacado, es el de algunas
bromeliaceas entre las que se encuentran las especies :
de los géneros Tillandsia y Billbergia que desarrollan  Imagen  tomada de
sus flores sobre un tallo que se elonga sobre una base %Z’é.’i.“!bﬁﬁ?ﬁ.ﬁi‘%ﬁﬁéﬁ'ﬁé’.i'f‘avé’%‘ﬂ?heo
de hojas en roseta. El tallo elongado esta formado por  s.jpg

una serie de bracteas que presentan un color muy rojizo

muy fuertes antes o durante la polinizacion y luego se hacen mas verdosas (Pincipios
activos de plantas medicinales. On line).

Atraccion de presas: Las plantas insectivoras de los géneros Drosera y Dionaea poseen
antocianinas en sus flores y hojas, que cumplen la funcién de atraccion de insectos que
les posibilitara alimento (Valencia; 1995).

Induccion de la nodulacion por parte de las bacterias fijadoras de nitrogeno: Se ha
observado que el eriodictiol y la apigenina-7-o-glucosido exudados de la raiz del guisante
Pisum sativum inducen la nodulacion de la bacteria Rhizobium leguminosarum. Se ha
visto también, que los isoflavonoides encontrados en el exudado de las hojas de soja, la
daidzeina y la genisteina son inductores de los genes de la nodulacion de varias cepas
de Bradyrhizobium japonucum (Valencia; 1995).
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Proteccion contra hongos: La Pisantina es un isoflavonoide producido por el guisante en
respuesta a la infeccion por hongos e induce a la expresion del gen PDA1 en estos. La
Pisantina y el eriodictiol inducen a la germinacion de las esporas de ciertos hongos
(Valencia; 1995).

Fig 15. En la imagen derecha se observa la fijacion del nitrégeno en las raices de Pisum satium por parte de la agrobacteria
Rhizobium leguminosarum. En la imagen izquierda se observa la atraccion de insectos por parte de Dionaea muscipula.

Relacion Ciencia, Tecnologia sociedad: Los flavonoides en el
mejoramiento de la salud humana.

Los flavonoides consumidos por el hombre le protegen del dano de los oxidantes, como
los rayos UV (cuya cantidad aumenta en verano); la poluciéon ambiental (minerales
toxicos como el plomo y el mercurio); algunas sustancias quimicas presentes en los
alimentos (colorantes, conservantes, etc.) Como el organismo humano no tiene la
capacidad de sintetizar estas sustancias quimicas, las obtiene enteramente de los
alimentos que ingiere.

No son considerados vitaminas (Hertog et al. 1995).

Al limitar la acciéon de los radicales libres (que son oxidantes), los flavonoides reducen el
riesgo de cancer, mejoran los sintomas alérgicos y de artritis, aumentan la actividad de
la vitamina C, bloguean la progresion de las cataratas y la degeneracion macular, evitan
las tufaradas de calor en la menopausia (bochornos) y combaten otros sintomas
(Hertog et al. 1995).

En general el sabor es amargo, llegando incluso a provocar sensaciones
de astringencia si la concentracion de taninos condensados es muy alta. El sabor puede
variar dependiendo de las sustituciones presentadas en el esqueleto llegando incluso a
usarse como edulcorantes cientos de veces mas dulces que la glucosa.

Sus efectos en los humanos pueden clasificarse en:
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Propiedades anticancerosas: muchos han demostrado ser tremendamente eficaces en
el tratamiento del cancer. Se sabe que muchos inhiben el crecimiento de las células
cancerosas. Se ha probado contra el cancer de higado.

Propiedades cardiot6nicas: tienen un efecto ténico sobre el corazén, potenciando el
musculo cardiaco y mejorando la circulacion. Atribuidas fundamentalmente al
flavonoide quercetina aunque aparece en menor intensidad en otros como
la genisteina y la luteolina. Los flavonoides disminuyen el riesgo de enfermedades
cardiacas.

Fragilidad capilar: mejoran la resistencia de los capilares y favorecen el que éstos no se
rompan, por lo que resultan adecuados para prevenir el sangrado. Los flavonoides con
mejores resultados en este campo son la hesperidina, la rutina y la quercetina.

Propiedades antitrombéticas: la capacidad de estos componentes para impedir la
formacion de trombos en los vasos sanguineos posibilita una mejor circulaciéon y una
prevencion de muchas enfermedades cardiovasculares.

Disminucion del colesterol: poseen la capacidad de disminuir la concentracion
de colesterol y de triglicéridos.

Proteccion del higado: algunos flavonoides han demostrado disminuir la probabilidad de
enfermedades en el higado. Fue probado en laboratorio que la silimarina protege y
regenera el higado durante la hepatitis. Junto con la apigenina y la quercetina, son muy
utiles para eliminar ciertas dolencias digestivas relacionadas con el higado, como la
sensacion de plenitud o los vomitos.

Proteccion del estémago: ciertos flavonoides, como la quercetina, la rutina vy
el kaempferol, tienen propiedades antiulcéricas al proteger la mucosa gastrica.

Antiinflamatorios y analgésicos: la hesperidina por sus propiedades antiinflamatorias y
analgésicas, se ha utilizado para el tratamiento de ciertas enfermedades como la artritis.
Los taninos tienen propiedades astringentes, vasoconstrictoras y antiinflamatorias,
pudiéndose utilizar en el tratamiento de las hemorroides.

Antimicrobianos: isoflavonoides, furanocumarinas y estiloenos han demostrado tener
propiedades antibacterianas, antivirales y antifingicas.

Propiedades antioxidantes: En las plantas los flavonoides actidan como antioxidantes,
especialmente las catequinas del té verde. Durante anos se estudié su efecto en el
hombre, y recientemente (5 de marzo del 2007) se ha concluido que tienen un efecto
minimo o nulo en el organismo humano como antioxidantes.
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@ PARTE Il CARACTERIZACION QUIMICA DE ALGUNOS FLAVONOIDES.

En el siguiente apartado el estudiante tiene que identificar la estructura de los 6
flavonoides presentes a partir del ndcleo basico adicionandole el respectivo nombre.
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@ PARTE IIl.

Escoja una de las estructuras quimicas del diagrama anterior y caractericela de acuerdo
a los siguientes parametros: Generalidades, funcionalidad, utilidad, ecologica, a nivel
salud e industrial. Prepare una presentacion no mas de 15 minutos para socializar

UNIVERSIDAD PEDAGOGICA NACIONAL.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA.
LINEA DE INVESTIGACION ENSENANZA'Y APRENDIZAJE DE LA BOTANICA.

GUIA DE TRABAJO No 6.

PARTE I: ACTIVIDAD DE SOCIALIZACION.

Realizar una socializacion ante el grupo para mostrar el desarrollo de la parte Il de la
guia de trabajo No 5.

PARTE I

Construya un folleto de divulgacion para el Departamento de Biologia en el que responda
a las siguientes preguntas: ¢ El consumo de flavonoides afecta la salud humana? ¢ Hacen
parte de nuestra dieta? Justifique su respuesta. Responda la pregunta a partir de la
siguiente lectura ademas de la busqueda bibliografica que usted crea pertinente
Lectura: SANTOS, C (2012) Implicaciones en la salud de los polifendles en la dieta. V
Congreso Internacional de Alimentacion, Nutricion y Dietética. Universidad de
Salamanca, Departamento de Quimica Analitica, Nutricion y Bromatologia. Facultad de
Farmacia. Universidad de Miguel de Unamuno- Salamanca. Espana.

Link del articulo:

http://revista.nutricion.org/hemeroteca/revista_marzo_02/VCongreso_publicaciones/
Conferencias/Santos.pdf

Ver en anexo la lectura.

153



=

LABORATORIO DE CIENCIAS NATURALES

UNIVERSIDAD PEDAGOGICA NACIONAL.
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA.
LINEA DE INVESTIGACION ENSENANZA Y APRENDIZAJE DE LA
BOTANICA.

PRACTICA DE LABORATORIO No 2.

ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE FENOLES Y FLAVONOIDES EN EXTRACTOS
ETANOLICOS DE C. funckianus.

Los flavonoides son un grupo de sustancias que se encuentran en las plantas cuyas
estructuras se derivan del ntcleo aromatico flavano o 2-fenilbenzopirano. También son
compuestos de la serie Ce — C3 - Cs por lo que su esqueleto de carbonos consiste en dos
grupos Cs que son anillos de benceno sustituidos por una cadena alifatica de tres
carbonos.

Los flavonoides estan frecuentemente en las plantas en forma de glicosidos. Se
conocen aproximadamente 750 de estos compuestos, de los que el mas simple es la
flavona, que se encuentra en la superficie de hojas y tallos de muchas especies de
Primula en forma de polvo blanco. Los flavonoides se dividen en varias clases, de
acuerdo con el nivel de oxidacion del anillo central de pirano. Las dos clases mas
importantes son los flavonoles o 3-hidroxiflavonas (como la quercetina), y las
antocianidinas (como la cianidina). Al ir del anillo mas reducido al mas oxidado, se tienen
las siguientes clases de flavonoides

Materiales para Andlisis Fitoquimico Preliminar para Flavonoides:

2 Becker de 400 ml Etanol 1000 ml

6 Becker de 50y 100 ml Etanol; agua (1:7) 200 ml
1 Mortero con Pistilo Eter de Petroleo (20 ml)
1 Probeta de 100 ml HCL 5 ml

1 Gradilla Mg en polvo 0.1 g.

12 tubos de ensayo

3 goteros

2 Pipetas de 1-5 ml

1 pinzas para tubo de ensayo

1 Termoémetro

1 Escobilla

1 embudo de decantacion de 250 ml
1 embudo de filtracion

1 plancha de calentamiento
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Materiales para prueba de fenoles y flavonoides.

30 Celdas de espectrofotometro de 1 cm | Etanol 2000 ml
de paso optico.
Micropipetas de 10 - 100 - 1000 ul Tricloruro de Aluminio 500 ml
Espectrofotometro Acetato de sodio 500ml

Reactivo de Folin Ciocalteau 1000 ml
Carbonato de Sodio al 7.35% 1000 ml

Parte 1: MARCHA FITOQUIMICA PARA FLAVONOIDES.

(Macerar la muestra (Hojas con etanol (15 ml)j

I

Filtrar

El residuo de los lavados se coloca en un beacker (100 ml), Evaporar
Solvente.

[Adicionar 20 ml de eter de petroleo)—»[Repetir dos veces el proceso]
|

Filtar

[Guardar el residuo. Adicionar 20 ml de etanol:agua (1:7) a 60 C. ,[ Repetir con 10 ml a 60 C.]

Fltrar

[Guardar el filtrado para la segunda parte de la determinacion. ]

[Adicionar 1m de filtrado a un tubo de ensayo]

= HCI concentrado (Gota a gota hasta que termine
[MQ en polvo 10.5 9}4———(Anotar los cambios de color)—? el desprendimiento de Hidrégeno

1. Explique ¢para que se hacen varios lavados con éter de petrdleo y luego con una
solucion de etanol: agua (7:1) a 60°C?

Parte 2.
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PROTOCOLO DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES Y
ANTOCIANINAS.

Elaboracion de una Curva de Calibracion para Flavonoides.

Pesar 2.7 mg de quercetina en un balén de aforo de 10 mly llevar a volumen de 10 ml
con etandl al 80% (Solucién madre).

En 4 balones aforados de 10 ml colocar 700ul, 300 ul, 175ul y 100 ul de la solucion
madre, anadir 200ul de acetato de potasio 1M y 200yl de nitrato de aluminio al 10% a
cada balén y aforar finalmente con etandl al 80%. HACER CADA SIEMBRA POR
TRIPLICADO (Al final por cada concentracion deben salir 9 celdas con su respectiva
medicion) Esto nos permite obtener cuatro soluciones de trabajo para la construccion
de la curva con concentraciones de 18.9%, 9.45%, 4.725y 2,7% de quercetina.

Cuando realizamos una curva de calibracion se debe realizar la regresion lineal de los
datos, para esto, primero se crea la tabla con los datos en Excel. Se anota los valores de
las concentraciones que previamente se han calculado luego los calores de la
absorbancia que nos entrega el espectrofotometro al leer cada celda.

[XIH - 1< Libro1 - Microsoft Excel -
BT o | wnsetsr Diseio de pig Complementos B
liv Calib TN General E;Ij o m - 3 p—‘ ;;u; :::::: 4\? i
Peg ) Nl & s H- & A ombinary centrar] <] $ ~ % 000 | %8 % m;;:::s‘na‘ Da"r‘sj‘rn:‘;uvﬁlt;:;;fe Insetar Eliminar Formato @ Borar - yOfr?‘enar ‘Busc:'r‘:r

Portapapeles Fuente Namero Estlos Cetass Moditcar
Al - fc  CONSTRUCCION DE UNA CURA DE CALIBRACION v
A 8 c D E F G H 1 J K L M E
1 CONSTRUCCION DE UNA CURA DE CALIBRACION |
2
3 Concentracion | Absorbancial
4 0.0002 0.13
5 0.0004 0.21
6 0.0006 0.289
7 0.0008 0.398
8 0.001 0.495
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
| 22
23
| 24 -
|« » ]| Hojal Hoja2 ~Hoja3 . %J 0K (20|
listo | |[EE@m 115 ) U &

Una vez ingresados los datos se procede a seleccionar la tabla y la construccion de la
curva de calibracion sin olvidar colocar el nombre al grafico y a los ejes.(X:
Concentracion, Y: Absorbancia)
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IS~ TF Libro1 - Microsoft Excel -9

Inicio | Insertar | Disefiodepagina  Formulas  Datos  Revisar Vi Complementos o@ o =R

= EE 0 2 [ 2 Y b v e = = wordar -
B EE B P2 dl e Syl (D im= E Q@ =l s cenma - T Q
Tabla  Tabla | Imagen Imagenes Formas Smartart Captura | Columna Linea Circular Earra  Area |Dispersion| Otrosl| Linea Columna +/- | Segm | Hipenvinculo  Cusdro Encabez. Ecuacion Simbolo
dinamica ~ predisefiadas  * - i - - - - - - detexto pie pag. " Objete B
Tabiss lustrsciones Grilfcos e bs ritro_| _ vincuios Texto simbolos
B3 - JF= | concentracion — ,I 0 v
A B 3 D E [ | Hfrt LA f 1 K L ™M E
1 CONSTRUCCION DE UNA CURA DE CALIBRACION M e ) M
3 Compara pares de valores
3 C beorb Utilicelo cuando los valores no estin en el
B orden el e X 5 cuanda representan medidas
4 0.0002 0.13 i 1 separaces.
5 0.0004 0.21
6 0.0006 0289
7 0.0008 0298
8 0.001 0.495
9 .
10 Absorbancia
11 0 =
12
12 05 -
14
15 04 +
16
17 02 A ® Absorbancia
18 0.2 +
19 .
20 0.1
21 0 |
22 0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001 0.0012
23
2A r
WA v | Hojal Hom2 . Hop3 M4l i | »
Listo | [EEEREYS: S e O)

Finalmente, se posiciona el puntero sobre uno de los puntos del grafico, clic derecho,
agregar linea de tendencia lineal. Senalar (presentar la ecuacion en el grafico y
Presentar el valor R cuadrado en el grafico).

Ed9-©-I= Libro1 - Microsoft Excel -
Inicio Insertar Disefio de pagina Formulas Datos Revisar Vista Complementos Disefio Presentacién Formato
= ElE ) Iy / - TN g = §
% el ga Y i & & S e Q) I W E] @
Tabla  Tabls | Imagen Imigenes Formas SmartArt Captura | Columna Linea Circular Barra Area Dispersion Otros | Linea Columna =/ Segm | Hipervincu Cuadro Encabez. acién Simbolo
dindmica~ predisefiadas  * - - - - - - - - detexto pie pag. "
Tablas llustraciones Graficos 0 Minigraficos Filtro Vinculos Texto Simbolos
2 Gréfico v = ‘ Y
A B C D E F G Formato de linea de tendencia ? EA
1 CONSTRUCCION DE UNA CURA DE CALIBRACION [ - ‘ ) N ) (]
7 Opdones de linea de tendenda | | Opciones de linea de tendencia
Color de finea Tipo de tendencia o regresidn
3 Concentracion |Absorbancia §
Estlo de finea =
|4 0.0002 0.13 | Exponenial
|'s 0.0004 021 Sombra ©® toeal
e 0.0006 0.289 Tuminado y bordes suaves - N
I 0.0008 0.398 s
8 0.001 0.495 © Polinémica Orden |2
9
10 Curva de calibracidn O poteneal
1 0.6 O Mediamévil  periodo: |2 3
12 y=459x +0.029 =
R =0.9955
13 0.5 Nombre de la linea de tendencia
o / @ Automdtico:  Lineal (Absorbancia)
15 04 / O Personalizada:
16 03 # Absorbancia Extaplar
L / —— Lineal (Absorbancia) agelante: (0.0 periodos
18 0.2 . .
Hada atrds: 0.0 periodos
19
20 01 P i mcrseccén = (0.0
21 B < Presentar ecuacién en el grifico
T T 1 U
Presentar el valor R cuadrado en el gréfico
22 0 0.0005 0.001 0.0015 NS — ?
23 R —
24 N
W < » ¥| Hojal ~Hoja2 . Hoja3 . ¥a [Tl m | » [
Listo | |[E@m s Iy (%)

Como se puede evidenciar, ahora se tiene la ecuacion de la linea recta que predice los
valores de concentracion a partir de los valores de absorbancia la pendiente m es igual
a 459, el intercepto [n]= 0.029. R2 corresponde al coeficiente de la regresion al
cuadrado, este debe ser menos a 0.99.

La pendiente corresponde al coeficiente de extincion por el ancho que recorre la luz en
la solucion.
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m=E*| donde € es el coeficiente de extincidon, en este caso la concentracion e | es el
ancho de la solucion por la cual atraviesa la luz, en este caso 1cm.

Reaccion con AICl3 para Flavonoides.

Una vez obtenida la disolucion apropiada, tomar una alicuota (de cada disolucién
apropiada) de 50ul y colocarla en una celda de espectrofotometro de 1 cm de paso
Optico. HACER ESTO POR TRIPLICADO.

Colocar 1650ul de etandl, 150ul de cloruro de aluminio (AICI3) y 150 pl de Acetato de
sodio (0.1M).

Se agita hasta que toda la disolucion quede azul o amarilla evitando la formacion de
precipitados y se deja en oscuridad durante 40 minutos. Leer absorbancia a 420 nm
para flavonoides y 590 nm para antocianinas.

La absorbancia del producto de reaccion del complejo con AICl3 debe caer en el rango
de [0.8 y 0.008] unidades de absorbancia. Si no, se debe hacer otra vez la reaccién, con
una dilucion de la disolucién menor o mayor dependiendo del caso.

Extrapolar a una curva de calibracion previamente estandarizada en funciéon de la
concentracion del acido quercetina (Flavonoides) y de Cianidin-3-glucosido
(Antocianinas) como patrones respectivos.

PREPARACION DE REACTIVOS.

Disolucion de AIClz al 10%: Pesar 1g de AIClz anhidro en un vaso de 10ml, agregar 5mi
de etandl y agitar hasta disolver todo el cloruro de aluminio. Transferir
cuantitativamente a un matraz aforado de 10mly completar a volumen con etandl. Esta
disolucion se establece durante 1-2 semanas si se mantiene refrigerada.

Dilucion de acetato de sodio 0.1M: Para 500ml de esta disolucion, pesar 6.84g de

acetato de sodio trihidratado, disolverlos en un vaso de 400ml con 150ml de agua
destilada, transferirlos cualitativamente a un matraz de 500ml y completar a volumen

158



BIBLIOGRAFIA EMPLEADA EN LA UNIDAD.

ALBRECHT H, JI YODER, DA PHILLIPS. 1999. "Flavonoids Promote Haustoria Formation
in the Root Parasite Triphysaria versicolor" Plant Physiology 119: 585-591

BARBA J. (1997) Introduccion al analisis de los productos vegetales. Universidad
Metropolitana de México.

BILBAO, M. 1997. Analisis Fitoquimico Preliminar. Universidad del Quindio, Armenia.
Colombia.

DOMINGUEZ, X (1985) Experimentos en quimica organica. Ed. Liimusa. Pp. 41-45.
Ciudad de México.

GRAF BA, MILBURY PE, BLUMBERG, JB: "Flavonols, flavones, flavanones, and human
health: epidemiological evidence." J Med Food 8: 281-290

HERTOG ET AL. 1995. "Flavonoid intake and long-term risk of coronary heart disease
and cancer in the seven countries study". Archives of Internal Medicine Vol. 155 No. 4.

KIMURA Y., T. AOKI, S. AYAE. 2001. "Chalcone isomerase isozimes with different
substrate specifities towards 6'-hydroxy and 6'-deoxychalcones in cultured cells
of Glycyrrhiza echinata, a leguminous plant producing 5-deoxyflavonoids". Plant Cell
Physiol 42: 1169-1173.

LOCK DE UGAZ 0 (1994) Investigacion fitoquimica: Métodos en el estudio de productos
naturales. 1-19.

ORTIZ, C (1995) Introduccion al analisis de los productos naturales. Universidad
Metropolitana de México.

PALAZON, R.M. CUSIDO Y C. MORALES Metabolismo y significacion biolégica de los
polifenoles del vino, Grupo de Biotecnologia Vegetal, Facultad de Farmacia, Universidad
de Barcelona.

Principios activos de las plantas medicinales: los flavonoides Botanical Online.
SANABRIA A. (1983) Notas sobre el analisis fitoquimico preliminar de plantas para el
laboratorio de farmacognosia y fitoquimica. Facultad de Ciencias. Departamento de

Farmacia, Universidad Nacional de Colombia sede Bogota.

SWAIN T., ATE-SMITH, E.C., 1962. Comparative biochemistry. M. Florkin, y H.S Manson.
Eds. Vol. 3. Acedeic Press. New York. USA.

159



@ VALENCIA C. (1995) Fundamentos de fitoquimica. Universidad Autonoma Nacional de
México.

160



