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os propositos fundamentales de los “Laboratorios Avanzados de Ciencia
Experimental y de Creatividad” (SILADIN), son:

= Iniciaralosestudiantes en la ensefianza de la metodologia de investigacion
experimental cientifica, a través del desarrollo de proyectos o estudios
anivel de bachillerato. Los reportes de estos proyectos de investigacion
pueden presentarse posteriormente en eventos de Difusién dela Ciencia
como Concursos, Congresos o Encuentros.

=  Contribuir a la formacién de los profesores de reciente ingreso en el
Area de Ciencias Experimentales y el uso adecuado de las instalaciones,
equipos y materiales con que se cuenta.

=  Desarrollar actividades experimentales con la produccién de

materiales didacticos que complementen a

los programas de estudio, con la produccién

de materiales didacticos.

En la década de los afios ochenta, con
el apoyo del Banco Interamericano de
Desarrollo, se construyeron en el bachillerato
de la UNAM los laboratorios SILADIN.

En su interior se dividieron en
“Laboratorios Avanzados de Ciencias
Experimentales” (LACE) y “Laboratorios
de Creatividad’” (CREA), que fueron
disenados para fomentar la creatividad de
profesores y alumnos, promoviendo un cambio sustancial para innovar
la docencia en el area experimental. Asimismo, se penso6 establecer
un sistema de revision permanente de la Ensefianza de las Ciencias
Experimentales, ante la necesidad de impulsar la actividad cientifica,
asi como el conocimiento y preparacion para las carreras de ciencias
experimentales.



Este propdsito fundamental de los
“Laboratorios Avanzados de Ciencias
Experimentales (LACE) y Laboratorios de
Creatividad” (CREA) SILADIN, esta orientado
a elevar la calidad de la enseflanza de
las Ciencias Experimentales, a través de
la innovacion en las formas de ensefar y
colaborar en el desarrollo de actividades
experimentales, como un recurso que
complemente de forma sistematica el proceso
de ensefianza-aprendizaje de las Ciencias
Naturales.

Para contribuir al proceso de ensefianza-
aprendizaje, bajo el Modelo Educativo del
Colegio, el SILADIN se basa en estos principios:
Aprender a Aprender, Aprender a Hacery
Aprender a Ser; los alumnos participan ya
sea de manera curricular o extra clase (es su
propio interés el que los motiva a aprender
y desarrollar), en proyectos de investigacion
experimental de las diferentes lineas de
conocimiento que ofrecen los asesores,
aprenden la metodologia experimental con
ambas modalidades, individualmente o en
equipo, asumiendo con responsabilidad,
su aprendizaje y los frutos del trabajo
colaborativo.

La formacion cientifica en el bachillerato
esta centrada en el conjunto de habilidades
que deben desarrollarse en el trabajo

experimental, encaminadas a favorecer una
mejor comprension de los conocimientos,
la complejidad y riqueza de la metodologia
experimental y la promocion del desarrollo
de actitudes para su realizacion.

Con el objetivo de apoyar el desarrollo de
los trabajos de investigacion, en el SILADIN
se encuentran los laboratorios de Biologia,
Fisica y Quimica LACE y CREA, ademas de
un Laboratorio de Psicologia, dos Auditorios
y dos aulas de cémputo. Estos proyectos se
realizan a lo largo del ciclo escolar y son
presentados en los diferentes Foros de
Difusion de las Ciencias Experimentales,
en donde se demuestran las habilidades
desarrolladas de comunicacidn y expresion
oral y escrita. Asi mismo se busca que
estos trabajos trasciendan a través de su
publicacién en la revista CONSClencia del
SILADIN.

Actualmente, se desarrolla una gran
actividad en los laboratorios con la realizaciéon
de proyectos experimentales, en Biologia se
trabaja en Proyectos de Genética, de Bioquimica,
de Biologia Celular, Cultivos celulares in vitro,
Microbiologia, Fisiologia Vegetal, Biotecnologia
y Psicologia Fisiologica.

En Quimica se realizan proyectos de
investigacion experimental en las ramas
de Quimica inorganica y Quimica organica,
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Quimica ambiental,
Farmacéutica,
Ingenierfia de
reactores, Quimica de
alimentos. También
se realizan proyectos
interdisciplinarios con
las areas de Fisica y
Biologia. Dentro de los
laboratorios de Quimica
CREA y LACE, ademas
de dichos proyectos
se planean y realizan
estrategias didacticas con un enfoque
ecoldgico, basadas en los programas de estudio
de Quimica del Colegio.

En Fisica se trabaja con temas de Mecanica
Clasica, Termodinamica, ()ptica, Combustibles
Alternativos y Superconductividad. En Fisica
Moderna se utilizan tecnologias con el uso
de sensores en la medicién de variables. Se
cuenta con el Taller de Optica, Astronomia y
Astrofisica, en donde se realizan investigaciones
documentales y de campo.

En Psicologia se realizan trabajos en los
que los alumnos desarrollan sus intereses por
conocer la metodologia experimental, aplicada
en trabajos sobre las
emociones, la conducta,
las fobias, lamemoria, el
aprendizaje, implicando
las investigaciones de
psicologia—fisiologica.

En el campo de las
Ciencias de la Salud, se
han realizado estudios
sobre el efecto de las
drogas en la salud, la
denticién en roedores,
y principalmente,
hacia aspectos de la
enseflanza de la anatomia y fisiologia de los
sistemas y 6rganos del cuerpo humano.

Como parte de los
proyectos de Area
Complementaria,
algunos profesores de
carrera y asignatura,
en grupos de trabajo,
comprometen
durante el afio escolar
la realizacién de
actividades de apoyo a
la docencia, iniciacién
a la investigacion
cientifica y difusién de
las ciencias experimentales, porlo que llevan a
cabo actividades interactivas (experimentales,
investigacion, lidicas, e informativas), con
alumnos en el SILADIN.

Se han albergado, ademas, proyectos
como el del Club de Robética, el proyecto
multidisciplinario de una Casa Ecolégica,
talleres como el de Electrénica Basica y otros.

Uno de los puntos importantes es dar a
conocer el trabajo realizado en el SILADIN,
asi como en el Colegio, por lo que son
importantes los eventos de Difusién de
la Ciencia Experimental, como “La Jornada
Estudiantil de Ciencias”.

El principal
proposito es dar a
conocer ala Comunidad
Estudiantil del Colegio
los resultados y
avances de los trabajos
de investigacidon
experimental o
documental, que
realizaron los alumnos
y es presentada por
ellos como un aspecto
de formacion integral
en el desarrollo de
habilidades de comunicacién y expresion oral
y escrita.



Otro de los eventos importantes organizado
por el SILADIN es la “Muestra SILADIN Hacia la
Comunidad”, que se presenta en las explanadas
del plantel, cuyo propésito principal es que los
profesores y alumnos presenten los proyectos
realizados o anteproyectos de lo que van a
realizar en el afo lectivo, de los diferentes
departamentos del SILADIN. A esta muestra se
han sumado en los ultimos afios importantes
programas institucionales que aun no siendo
propiamente proyectos
de los Laboratorios
Avanzados de Ciencias
Experimentales y
Creatividad (SILADIN),
han tenido en esta
muestra una oportunidad
para promover también
su importante trabajo,
tales como al Sistema
de laboratorios
Curriculares, EIl
Programa de Estaciones
Meteoroldégicas
(PEMBU), Programa Institucional “Jévenes
hacia la Investigacién en Ciencias Naturales y
Matemdticas”y “Jévenes hacia la Investigacion
en Ciencias Sociales y Humanidades”,
Departamento de Opciones Técnicas, el
proyecto de Hidroponia, el Taller de Opticay
Astronomia, el Club de Robética y el Proyecto
de Trabajo con Invernadero.

También se proporciona capacitaciéon por
parte de los Técnicos Académicos (Biologia,
Quimica, Fisica) para el manejo de equipos,
técnicas fisico-quimico-biolégicas, para
la aplicacién en las investigaciones que
desarrollan los profesores y alumnos en los
Proyectos de SILADIN.

Se organizan e imparten cursos de
formacién y actualizacién en el Area de Ciencias
Experimentales para profesores del Colegio;
Cursos Especiales para alumnos, que coadyuvan

al aprendizaje de conocimientos avanzados
y actualizados, como parte de su formaciéon
propedéutica y capacitacidn para las carreras
de Ciencias Experimentales; y Cursos de apoyo
y actualizacion a laboratoristas del Colegio.

En actividades generales se proporciona
apoyo a Diplomados en el Area de Ciencias
Experimentales, que se llevan a cabo en las
instalaciones del SILADIN, con equipos, técnicas
y materiales.

Serealizan Charlas de
divulgacioén, Conferencias
dirigidas a estudiantes y
profesores del Area de
Ciencias Experimentales
(en algunos casos para
otras dreas); se organizan
y efectian Concursos
como el de “Lanzamiento
de cohetes propulsados
por agua”; se presentan
Muestras y Actividades
Interactivas, dirigidas a
alumnos como son “La
muestra de materiales de laboratorio’, “Muestra
de minerales”, “Muestra de concentracién y
extraccién de metales”.

El SILADIN es un espacio de creatividad, de
trabajo experimental, de fomento a la vocacién
cientifica y de interés para profesores y alumnos
que deseen profundizar en el aprendizaje y la
adquisicion de conocimientos de las disciplinas
del Area de Ciencias Experimentales.

A 20 afios de la creacion de los Laboratorios
Avanzados de Ciencia Experimental y de
Creatividad (SILADIN), deseamos ser los
Laboratorios de Primer nivel en la ensefianza-
aprendizaje de la Ciencia Experimental, para
fomentar las vocaciones cientificas en el Area
de experimentales. ~-

Dr. Benjamin Barajas Sanchez
Director del Plantel CCH Naucalpan
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Resumen

as botellas de PolietilenTereftalato (PET)
pueden ser recuperadas y recicladas, con
la finalidad de obtener nuevos productos
y contribuir al proceso de reciclado mediante
las hojuelas (flakes) de PET recuperadas en
la trituracion, se transforman en fibra corta
de poliéster, las cuales se pueden utilizar
en la elaboracion de ropa, escobas, relleno
de almohadas, etc. El trabajo de
esta investigacién consisti6 en la
recoleccion, triturado mecanico del
PET que se desecha en el plantel,
lavado, fundido y extruido para
la fabricacién de las fibras de
poliéster cortas de colores claros

textil que se combinaba muy bien con otras
fibras, su uso se extendi6 a la fabricaciéon
de cintas de empaque en la década de 1960
y, posteriormente, en los afios setenta, a la
manufactura de envases.

En la actualidad, el consumo global del
PET se calcula en 12 millones de toneladas
con un crecimiento anual de 6%. “El problema
ambiental del PET radica en que tan s6lo 20%

del PET que se consume en el
mundo se recicla, el resto se dispone
enrellenos sanitarios y tiraderos a
cielo abierto”.

Larecoleccién yla recuperacion
del material usado es el principal
inconveniente que encuentran las

y verdes; las cuales al principio El problema empresas interesadas en reciclar
no mostraron propiedades de ambiental del PET. Estas labores son la piedra
resistencia, pero después de PET radica en angular para garantizar un abasto
lavarlas con una emulsion de aceite que tan sélo permanente y confiable, que a su
y agua, sus propiedades mecénicas 20% del PET vez permita el desarrollo de una
aumentaron considerablemente y que se consume industria recicladora. A pesar de
de manera significativa. Se observé en el mundo que se exalta la reciclabilidad del

que este método es muy viable para
la fabricacion de fibras cortas de
poliéster y es buena manera de

se recicla, el
resto se dispone
en rellenos

PET como uno de sus mas preciados
beneficios, para la mayoria de los
mercados la cantidad de material

contribuir al mejoramiento del sanitarios y que va a parar a un relleno sanitario
medio ambiente y ademas con tiraderos a cielo o vertedero atin supera ala cantidad
un futuro prometedor para el abierto”. que se recicla.

aumento de generacién de ingresos
econdmicos.

Palabras clave: Polietilentereftalato, PET,
reciclado, triturado y fibras de poliéster cortas.

Introduccion

El Polietilen tereftalato (PET) fue producido
por primera vez en 1941 por los cientificos
britanicos Whinfield y Dickson, quienes lo
patentaron como polimero parala fabricacion
de fibras, y pese a que al comienzo se empleaba
parala produccion de una fibra parala industria

No obstante, el panorama es

muy positivo: “Cada afio se ve mas

el incremento del uso del PET reciclado para
varios productos en América Latina. Muchas
compaiias en varios paises estan invirtiendo
en maquinaria y tecnologia para dar uso al PET
reciclado. Hay varias oportunidades. Brasil es
el lider en todo el continente latinoamericano
en uso final, seguido por México y Argentina. Lo
cierto es que con el factor ambiental sobre la
mesa, los desafios del reciclaje de PET tienden
a convertirse en oportunidades. Por ejemplo,
bajo esta mirada el precio no seria el tinico
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diferenciador entre un producto terminado,
fabricado con resina virgen o con resina
recuperada.

Por su parte, la Asociacion Nacional de
Recursos para Envases de PET de Estados
Unidos (Napcor) publicé en 2010 los resultados
de un estudio de inventario de ciclo de vida (LCI)
para PET y HDPE reciclados. El reporte indica
que incorporar PET reciclado en la fabricacion
de un empaque reduce significativamente la
huella de carbono del empaque en términos
de energia requerida y emisiones de gases con
efecto invernadero (GEI). Para una libra de
hojuelas de PET reciclado, la energia requerida es
reducida en 84%, y las emisiones de GEI en 7%.

Las botellas de PET llegaron a México a
mediados de la década de los ochenta con
gran aceptacion entre los consumidores. Hoy
en dia, nuestro pais es el principal consumidor
de bebidas embotelladas y se estima que en
México se consumen alrededor de 800 mil
toneladas de PET al afio, con un crecimiento
anual de 13% (véase figura 1).

Para abastecer la demanda de botellas
de PET en México, existen 5 plantas productivas
y alrededor de 190 plantas embotelladoras, que
atienden a casi un millén de puntos de venta.

El PET y su productos en México

Otas aplu:ammes
Agoqumioos LS 24%
. 03% "\ Orosemases |
Vi ’_E){pnﬂai:lﬁr'
%

1.5%

Cuidadopersonal
22%
Alimenios
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L;\Q ua purifcaa 528%
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U Figura 1. Productos de PET en México .

Fuente: http://www.elecologista.

com.mx/index.php?option=com_

content&view=article&id=108&Itemid=65
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Comparativo de porcentajes 2012 de acopio de PET entre paises

EUA 31% © Brasil 42%

o México 62% @ U.E. (promedio) 21%
Canadé
(promedio) 40%

A | Figura 2. Porcentajes de acopio de PET en
diferentes paises. Fuente: http://equilibrio.mx/2015/
responsabilidad-social/147-mexico-es-el-pais-que-
mas-recicla-pet

Una vez que son consumidos, la mayoria
de los envases de PET son dispuestos en
rellenos sanitarios, cauces, calles o tiraderos
clandestinos. Los residuos de PET representan
entre el 2-5% del peso y 7-10% del volumen
en los rellenos sanitarios, y entre 25y 30% de
los residuos so6lidos municipales generados
en el pais. En México, se recicla alrededor de
15% del PET que se consume. Este fenémeno
se asocia con el precio al que se compra un
kilogramo de PET que es de tan solo dos pesos,
mientras que el kilogramo de aluminio se
compra en $9 pesos. El reciclaje del aluminio
oscila en 50%.

El sistema de reciclaje de residuos en
México se desarrollo desde la década de 1960,
gracias al sector informal, es decir, los llamados
“pepenadores”.

Enelafio 2000, se cre6 ECOCE, una unién de
75 refresqueros, embotelladores y envasadores
mexicanos; esta empresa recicladora se
comprometi6 a recuperar un 36.5% de las



botellas de PET. Sin embargo, el reciclaje
de PET se calcula en 50 mil toneladas por afio.

El mercado natural para el reciclaje
de PET tiene un gran potencial, ya que de
lo que se recolecta, s6lo entre 20 y 30% se
queda, el resto se exporta a China y otros
paises a un precio de tres pesos el kilo. China
es el principal mercado de reciclado, este
pais importa 250 mil toneladas de Estados
Unidos, 150 mil de la Unién Europea y 25 mil
de México. Se calcula que el valor potencial
del mercado de reciclaje de PET asciende a
700 millones de délares anuales; sin embargo,
hasta el momento, sélo se aprovecha alrededor
de 15% de lo que se produce en
el pais. El valor actual de la
incipiente industria de
reciclaje de PET en
México se calcula en
$44 millones de pesos.

El principal
problema ambiental
del PET es su
disposici6on, ya
que una vez que se
convierte en residuo,
es notoria su presencia
en los cauces de corrientes
superficiales y en el drenaje,
provocando taponamiento y
dificultades en los procesos de desazolve,
facilitando inundaciones, asi como en las
calles, bosques y selvas y el océano generando
“basura”.

Se sabe que cada afio se producen alrededor
de 9 mil millones de botellas de PET, que
representan casi una tercera parte de la basura
doméstica generada en México. Anualmente
90 millones de botellas de refrescos y agua
purificada son lanzadas a las vias publicas,
bosques y playas. Una botella de PET tarda
hasta 500 afios en degradarse.

Se sabe que el 54% del PET en México se
encuentra en almacenes para su distribucién
y en cauces, calles o tiraderos clandestinos;
el resto estd en centros de acopio para
su reciclaje o en rellenos sanitarios. Esto
representa un problema de disposicion
de residuos, considerando el potencial de
reutilizacién que tiene el PET. Ademas, del
total de residuos que se reciclan en México,
el plastico representa tan solo el 0.5%.

Impulsar el reciclaje nacional del PET es
una medida urgente, primero por lo que
respecta a la limpieza publica y el manejo
eficaz de la gestion integral de los residuos

para evitar su acumulacién en los

rellenos sanitarios, segundo porque
es preciso transitar hacia una
economia sustentable que
ahorre materia prima y
recursos energeticos.

En la actualidad
el PET se wutiliza
principalmente en tres
lineas de produccién:

a) PET textil: utilizado

para fabricar fibras sintéticas,

principalmente poliéster. Se

emplea para fabricar fibras

de confeccién y para relleno de

edredones o almohadas, ademas de

usarse en tejidos industriales al elaborar
otros productos como cauchos y lonas.

b) PET botella: utilizado para fabricar
botellas por su gran resistencia a agentes
quimicos, gran transparencia, ligereza y
menores costos de fabricacion.

c) PET film: utilizado en gran cantidad
parala fabricacién de peliculas fotograficas,
de rayos X y de audio.

Por las razones anteriormente expuestas,
el proposito de este estudio fue buscar
alternativas de reutilizacion de las botellas de
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PET, ya que reciclar PET es reintegrar este polimero en un nuevo ciclo productivo como materia,
dado que una de las lineas de produccién del PET es la textil, se trabaj6 para la elaboracién de
fibras de polietileno, usando la maquina recicladora de PET y la de fundicién que se encuentran
en el Colegio de Ciencias y Humanidades, plantel Naucalpan.

Desarrollo

En este proyecto se reutilizaron envases de PET de aguas o refrescos para fabricar fibra corta de
poliéster, destinado a la fabricacién de nuevos utensilios de trabajo, ademas de promover una
cultura de reciclaje en el plantel colocando en el contenedores de botellas.

El proyecto proporciond una opcién de rehuiso del tereftalato de polietileno obtenido
principalmente de botellas contenedoras de liquidos de consumo cotidiano para la fabricaciéon
de fibra de poliéster pasando por los siguientes procesos:

Recoleccion y limpieza

Las botellas son recolectadas y clasificadas
por color, después son limpiadas retirando de
ellas otro tipo de polimeros como el policloruro
de vinilo (PVC) presentes en taparroscas y
también las etiquetas.

Este proceso es de suma importancia, ya
que de no ser retirado el PVC puede tener
repercusiones en los procesos siguientes,
quitandole al PET ciertas propiedades fisicas,
ademas de provocar una disminucion en el costo
del producto obtenido, y en un caso extremo de
contaminacién podria hacerlo inservible.

Triturado

Una vez que contamos con las botellas
clasificadas por color, las introducimos a la
maquina trituradora de PET que se localiza
en el plantel, la cual se encarga de llevar a
cabo el proceso de triturado, con el que se
obtienen “hojuelas” o “scrap”. El PET es
triturado por colores (aqui solo llevamos a
cabo la trituracion de botellas color verde y
transparente).




Lavado

Las hojuelas son lavadas sobre una maya
y dentro de un recipiente con agua y jabén
industrial para separar todo tipo de residuos
por densidades.

El material es enjuagado con agua pura y
luego depositado en recipientes que tienen
como base una malla metdlica antioxidante
deno mas de 1/8 de pulgada de didmetro, que
permite que fluya el agua con los residuos atin
presentes. Con ayuda de los recipientes, el scrap
es luego transportado a un horno de secado.

Secado

Los fragmentos de PET, ya inspeccionados
y limpios, antes de entrar al proceso de
fundido para el hilado, deben ser secados
bajo un constante control de temperatura. El
secado puede ser al vacio (vaccumdryer) o,
en su defecto, se emplea un sistema sencillo
de flujo de aire caliente, gracias a resistencias
eléctricas, suministrado por un ventilador.
Posteriormente, el scrap ya libre de cualquier
vestigio de humedad, puede continuar con el
proceso siguiente.

N Las condiciones del secado
fueron de 80°C. por 72 horas.

Fundicion de PET. Todo proceso de hiladura de fibra artificial consta de las siguientes

etapas:

Preparacion del jarabe

Yalimpio el tereftalato de polietileno es sometido a 300°C para su rapida fundicién en la que
se obtiene una solucién viscosa tipo jarabe, y después la temperatura se baja hasta 240°C para

asi obtener una especie de pasta.
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Extrusion

La pasta resultante es tomada recién salida
de la maquina y jalada para obtener una hebra,
se sigue jalando para colectar la mayor cantidad
posible de hilo antes de que el PET se endurezca.
La fibra se solidifica por coagulacién, evaporacion
y enfriamiento.

La extrusion es una parte muy importante del
proceso de hilatura. Consiste en forzar o bombear
la solucion de hilatura, a través de los pequefios
orificios de una hilera o tobera. Una hilera es una
boquilla pequefia, semejante a un dedal. Las fibras
obtenidas por la extrusion se enfrian y endurecen
al hacer contacto con el aire.

Estiramiento

Previo bafio en una emulsidn de agua y aceite, las fibras fueron estiradas.

El proceso se representa en el siguiente diagrama.

Resultados

Se obtuvieron las fibras de color blanco y verde.




Analisis de resultados:

La temperatura 6ptima de fundicién del
PET para el proceso fue de 240°C. para ambos
colores de botellas.
Las fibras de ambos colores
presentan las mismas caracteristicas
en el momento de la extrusion y la
principal caracteristica es que es
muy facil de romperse.
El bafio con la emulsién de
aceite permitié el aumento en
la resistencia de las fibras de
poliéster y esto se observd
fisicamente al hacerle
pruebas cualitativas en el
momento de la extraccion.

Conclusiones

Con respecto a los
resultados obtenidos
en esta investigacion,
definitivamente el
proceso de obtencién
de fibras de poliéster es
viable, ya que las fibras
presentan a simple
vista propiedades
caracteristicas de los
hilos comerciales.

El proceso de
banado de las fibras en
la emulsiéon de aceite
- permitié el aumento en
1 la resistencia de las fibras
elaboradas con las botellas
de PET de ambos colores.

El proceso de
estirado o alargamiento
aumento la cristalinidad

y distribuciéon interna
ordenada, reduce el

"-hv—i"—-'“h_.l"_.'....

el -

didmetro y agrupa las moléculas juntadndolas
mas. Esto se observé en el aumento de sus
propiedades fisicas como la abrasién y
la elongacién (estas pruebas se realizaron
cualitativamente).

Se espera que las fibras obtenidas en este
proyecto puedan servir para hacer pruebas
fisicas cuantitativas y quimicas; para observar
sus propiedades con mayor precision en
proyectos posteriores.

También se espera que las fibras obtenidas
en este proyecto se puedan combinar con otras
fibras en proporciones pertinentes y puedan
usarse para la fabricacion de ropa, rellenos de
cojines, cortinas, etcétera.

Este proyecto nos permitié hacer conciencia
de que los desechos generados por las botellas
de PET, pueden ser reutilizados nuevamente en
materiales de beneficio para el ser humano y de
esta manera contribuir de manera significativa
con el medio ambiente. =~

1. Técnico Académico en Quimica, laboratorio de Quimica
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Resumen

nlaactualidad, se observa unadisminucion
en la eficacia de los antibi6ticos
debido a la creciente apariciéon de
microorganismos resistentes a los mismos.
Los estudios actuales en plantas medicinales
demuestran que la Equinacea purpurea es
una alternativa natural en el tratamiento de
enfermedades infecciosas. En este estudio
se determiné la actividad antimicrobiana
de la raiz y flor de la Equinacea purpurea
en Staphylococcus aureus, por el método de
difusion en discos. Los resultados indican
que solo el extracto de raiz tiene actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus
con un halo de inhibicién en promedio de 14.1
mm. a una concentraciéon de 20 mcg. Resulta
necesario determinar la Concentraciéon Minima
Inhibitoria y bactericida, para determinar la
concentracion del extracto de raiz capaz de
impedir el crecimiento bacteriano. También
se debe evaluar la actividad antimicrobiana
del gel con Equinacia purpurea y comparar
con un gel de marca comercial.
Palabras claves: resistencia antibiotico,
Equinacia purpurea, Staphylococcus aureus,
extractos etandlicos.

Introduccion

En la actualidad, cada vez se observa una
disminucion en la eficiencia de los antibidticos,
de tal manera que las enfermedades no se
erradican por completo o son recurrentes,
esto se debe a la creciente aparicién
de microorganismos resistentes a los
medicamentos. Por ello, se ha incrementado
elinterés en la busqueda de nuevos compuestos
de origen vegetal que presenten actividad
antimicrobiana (Roma, et al, 2014).

La resistencia antimicrobiana puede
ser genéticamente codificada por el

microorganismo en el cromosoma o en los
llamados plasmidos de resistencia (factores
R).La mayoria de las bacterias resistentes a los
antibidticos, aisladas de pacientes, tienen los
genes de resistencia en plasmidos R de genes
que codifican nuevas enzimas que inactivan
el firmaco, que impiden la incorporacion del
antibidtico o lo bombean fuera de la célula
(Madigan, 2010).

El uso desconsiderado de los antibioticos
ha provocado que las bacterias generen
resistencia, por ello, es de gran importancia
buscar otras alternativas de origen natural
como las plantas medicinales.

Las plantas producen una gran cantidad
y diversidad de compuestos organicos que
no parecen tener una funcién directa en el
crecimiento y desarrollo. Estas sustancias
se conocen con el nombre de metabolitos
secundarios. Estos se distribuyen
diferencialmente entre grupos taxondmicos,
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Figura 1. Clasificacion taxondmica de
Equinacea purpurea

Dominio: Eucarya

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Echinacea

Especie: Echinacea purpurea

presentan propiedades :
biolégicas, (muchos
desempefian funciones
ecolbgicas) y se
caracterizan por sus
diferentes usos y aplicaciones
como medicamentos, insecticidas,
herbicidas y perfumes (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

La Echinacea purpurea es una de
las plantas medicinales de mayor
importancia; tiene propiedades
con accién antimicrobiana
contra bacterias, hongos y virus.
(Redondo, 2000) (Figura 1).
Dentro de los compuestos/
presentes en la raiz de Equinacia
purpurea estan identificados las
alcamidas y productos derivados
del acido cafeico como el acido clorogénico
y el acido chicérico, su concentracién puede
variar de acuerdo a la altitud y el habitat en
el que se encuentra la planta, pero también
al manejo de la muestra en el laboratorio y el
tipo de solvente utilizado (Loaiza, et al, 2004).

Dentro de la bacterias de mayor importancia
clinica en humanos se encuentra Staphylococcus
aureus, especie que ha presentado resistencia
a los antibioticos que normalmente se usan
para las infecciones por estafilococos. Es

una bacteria Gram positiva que es comuin
encontrarla como flora bacteriana en la
garganta. La cepa aislada crece formando
colonias lisas, elevadas, brillantes, presentan
una consistencia cremosa, con una coloracion
amarillenta o dorada, producido por un
pigmento carotenoide. La caracteristica principal
que diferencia a Staphylococcus
aureus de las demas especies
de staphylococcus es la
produccion de la enzima
coagulasa, que permite
alabacteria coagularel
plasma. Son muy resistentes
al calor yaladesecacion, pueden crecer
en medios con elevada salinidad (7.5%
de NaCl) (Figura 2) (Pahissa, 2009).

® Planteamiento del problema
;Qué parte de la planta, raiz
o flor de Equinacea purpurea
presenta mayor actividad
antimicrobiana contra
Staphylocuccus aureus?

°® Hipétesis
Los extractos deraizy
flor de Equinacia purpurea tienen igual
actividad contra Staphylococcus aureus.

® Objetivo General

Determinar la actividad
antimicrobiana de extractos etandlicos de
Equinacea purpurea raiz y flor por el método
de difusién en disco en cepas de Staphylococcus
aureus.

Metodologia

El material vegetal de Equinacea purpurea se
sec en una estufa bacterioldgica por tres dias
a45°C. Posteriormente se triturd y tamizé en
una coladera hasta obtener particulas finas



Figura 2. Tincion de gram1 de Staphylococcus aureus (a); Colonias de
Staphylococcus aureus en agar Mueller Hinton (b y c).

1. Tincién de Gram: Técnica de tincidon que permite, de acuerdo con la estructura y grosor de la pared bacteriana,
agrupar las bacterias en Gram positivas y en Gram negativas. Las Gram positivas se tifien de azul o violeta; poseen
una capa gruesa de peptidoglicano y carecen de membrana externa, mientras que las Gram negativas se tifien de
rosa; tienen una capa mas delgada de peptidoglicano y poseen membrana externa (Madiga, 2012).

riainphotos.com

para someter a maceracion. La maceracion
se realiz6 durante dos semanas, se colocaron
por separado 25 gramos de flor y raiz en 300
ml. de alcohol etilico al 96%, finalmente se
filtré y se eliminé el etanol con un rotavapor
a presion reducida a 45 °C., cada extracto se
dejo6 a temperatura ambiente para su completa
sequedad! (Figura 3).

1. Método modificado de Miranda, Espinosa, Centurion,
Veldzquez & Alor, 2012.

¢ Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Para determinar la actividad antimicrobiana
de los extractos se utilizd la técnica de difusion
en disco de Kirby Bauer? en agar nutritivo con
discos de papel filtro de 6 mm de diametro
previamente esterilizados, estos discos se

2.Difusién en disco basado en Bauer, Kirby y colaboradores
es uno de los métodos que el National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para
la determinaciéon de la sensibilidad bacteriana a los
antimicrobianos.

Figura 3. Maceracién de la planta (a), concentracién del extracto en rotavapor (b) y

obtencion de extractos (c).
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impregnaron con una alicuota de 10pL del
extracto etandlico (flor o raiz) previamente
preparado con 20 mcg de cada extracto disuelto
en 1mL del disolvente (etanol) (Miranda, et
al, 2012).

En este estudio se utiliz6 una cepa
referenciada de Staphylococcus aureus
proporcionada por la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala.

A partir de un cultivo bacteriano de
Staphylococcus aureus de 24 horas se tomd
de cuatro a cinco colonias y se transfirieron
en un tubo que contenia 5 ml. de solucién
fisiolégica de NaCl al 0.9% ajustando la
turbidez de crecimiento al estadndar de
MacFarlan® equivalente a 10® Unidades
Formadoras de Colonias por mL.

En la suspension de células bacterianas se
sumergié un hisopo esterilizado, se exprimio
el exceso de liquido en las paredes del tubo
y se sembro por estria cerrada sobre toda la
superficie del agar nutritivo. Posteriormente,
en cada caja se colocaron 2 discos de papel filtro
cada uno impregnado con 10 ml. del extracto
de raiz o flor, un disco control impregnado

3. El uso del estdndar o patrén 0.5 de MacFarlan permite
la preparacién de indculos normalizados para uso en los
procedimientos de prueba de sensibilidad antimicrobiana.
(Pasteran & Galas, 2008).

con etanol, y un disco impregnado con 6 pL
de cloranfenicol (30 mcg) (Figura 5). Las cajas
se incubaron a 37 °C por 24 horas. La prueba
se realiz6 con seis repeticiones. Concluido el
tiempo de incubacidn, se midi6é con un vernier
el diametro del halo de inhibicién de cada caja.

Resultados

Elrendimiento total de cada extracto etanélico
de flor y raiz fue de 5y 11 gr respectivamente.
Cabe mencionar que el rendimiento depende
de la solubilidad de los compuestos presentes
en cada parte de la planta.

¢ Actividad antimicrobiana de extractos de
flor y raiz en cepas de Staphylococcus aureus

El extracto etanodlico de flor no presentd
actividad sobre la cepa de Staphylococcus
aureus, sin embargo, el extracto de raiz present6
un halo de inhibicién maximo de 21 mm, el
menor de 10 mm y un promedio de 14.1 mm
para una concentracién de 20 mcg. El grupo
control no present6 halos de inhibicién y el
antibidtico de amplio espectro cloranfenicol
present6 en promedio un halo de inhibicién de
33.1 mm para una concentracion de 30 mcg,
lo que indica que la cepa es sensible a este
antibiético (Tabla 2 y Figura 13).

Figura 5. Preparacion del inoculo (a), técnica de difusién en discos (b).

Control (etanol)

Cloranfenicol ol)
’"n”"
i} “

N



Tabla 2. Diametro de la zona de inhibicion en mm del

extracto etandlico de raiz y flor de Equinacea purpurea.

Figura 9. Halos de inhibicion
para el extracto etandlico de raiz

Repeticiones Flor Raiz é?;;g;
1 0 14 0
2 0 16 0
3 0 21 0
4 0 12 0
5 0 12 0
6 0 10 0
Promedio 0 14.1 0

Cabe mencionar que el método de difusién
en disco no permite una lectura directa del
valor de la Concentracién Minima Inhibitoria*
(CMI) ni la Concentracién Minima Bactericida®
(CMB) para los extractos probados, sin
embargo, los resultados indican que existe
sensibilidad al extracto de raiz con una
concentracion de 20 mcg.

De acuerdo a los resultados obtenidos,
se elaboré un gel antibacterial con la receta
general de la Profeco (2009), mismo que se
formul6 con 5 ml del extracto de raiz. El gel
obtenido se trasvaso a una botella de plastico
y se tap6 firmemente para su posterior uso
(Figura 6).

4, La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), se define
como la minima concentracion de antimicrobiano
(en pg/ mL) que inhibe el crecimiento visible de un
microorganismo después de 24 horas de incubacién a
37°C.

5. La Concentracion Minima Bactericida (CMB), se define
como la minima concentracién de antimicrobiano que
elimina a mas del 99,9% de los microorganismos viables
después de un tiempo determinado de incubacién
(generalmente 24 horas).

Cloranfenicol

y flor en Staphylococcus aureus.

33
33
34
36
31
32
33.1

Cloranfenicol ™ control

y Figura 6. Gel
antibacterial
con extracto

el antibacter
Equinacea puri

de Equinacea
purpurea.

Analisis de resultados

En este estudio se comprobé que el extracto
etanolico de raiz de Equinacea purpurea tiene
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus. Estos resultados confirman lo reportado
por (Redondo, 2000; Loaoiza, et al, 2004; Cruz, et
al, 2011; Bosch y Bonafont, 2009) que reportan
actividad antimicrobiana, antiviral y antifingica.
Al comparar los halos de inhibicidn, la cepa
estudiada presento la categoria de sensible (S)
al antibiético cloranfenicol. También se observé
que existe sensibilidad al extracto etanélico de
raiz. Sin embargo, el extracto de flor no presento
actividad antimicrobiana. Esto se relaciona con
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lo reportado por Redondo, 2000, en donde se
indica que cada parte de la planta tallo, raiz o
flor presentan diferentes compuestos y por lo
tanto diferente actividad antimicrobiana. El no
presentar actividad antimicrobiana, también
puede deberse ala presencia de mecanismos de
resistencia adquirida probablemente de forma
natural, mutaciones, o por la transmisién intra o
inter especie por bacteriéfagos o plasmidos que
se han reportado para esta especie (Madigan,
2010).

De acuerdo alo reportado por Dominguez
y Juarez, 2011 y Molina, 2001, dentro de los
compuestos que explican los resultados y que
se han reportado con actividad bactericida y
fungicida estan las alcamidas, estos constituyen
un elemento de defensa en especies vegetales.
La mayor parte de las especies en las que se han
encontrado alcamidas han sido frecuentemente
utilizadas por el hombre como plantas
medicinales entre ellas la familia Asteraceae
ala cual pertenece Equinacea purpurea.

Respecto al rendimiento de cada extracto, la
mayor cantidad de extracto etandlico obtenido
fue de raiz en comparacion con el extracto de
flor, esto coincide con lo reportado por Redondo

2000, en donde indica que para la extraccion
de compuestos en plantas el mas utilizado
para raiz es el etanol, pues los compuestos
presentes en raiz como las alcamidas son mas
solubles en etanol.

Conclusion

Los resultados confirman que el extracto
etandlico de raiz de Equinacia purpurea
present6 actividad antimicrobiana contra la
cepa referenciada de Staphylococcus aureus,
sin embargo, no mostrd sensibilidad al extracto
etanolico de flor.

El extracto de raiz tuvo una mayor afinidad
al disolvente utilizado, por lo que se obtuvo
un mayor rendimiento. Lo cual indica que los
metabolitos presentes en la raiz de la planta
son mas solubles al etanol.

Resulta necesario determinar la
Concentracién Minima Inhibitoria y bactericida,
para determinar la concentracién minima de
dicho extracto capaz de impedir el crecimiento
bacteriano. También se debe evaluarla actividad
antimicrobiana del gel con Equinacia purpurea
y comparar con un gel de marca comercial. -



Medidas de seguridad bioldgica

Para la realizacién de las practicas en microbiologia, se realizaron las siguieres medidas de seguridad bio-
l6gica:

Contar con el equipo de proteccién personal: bata, guantes y cubrebocas.

Prohibir comer, tomar, fumar, maquillarse o poner lentes de contacto en el drea de trabajo donde exista
riesgo potencial de exposicion.

Evitar colocar alimentos o bebidas refrigerantes donde se almacenen cultivos u otros materiales.
Lavarse las manos después del manejo de materiales infecciosos y antes de salir del laboratorio.

Limpiar el drea de trabajo con hipoclorito de sodio al 1% (marca comercial) después de trabajar con los
cultivos bacteriolégicos.

Manejo de los desechos bioldgicos: esterilizacién con vapor a presidon en autoclave de los cultivos bac-
terioldgicos. Después de la esterilizacion, el tipo de residuo sélido se colocd en bolsas de plastico debi-
damente etiquetados. Asimismo, el material utilizado en las practicas microbiolégicas se lavé con hipo-
clorito de sodio al 1%.
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Resumen

En el presente trabajo se utilizaron hojas del
arbol de eucalipto como materia organica
para comprobar la efectividad de la levadura
Sacharomices cerevisae en la produccion de
etanol por fermentacién alcohdlica, la obtencion
de extractos alcoholicos, la obtencion de
celulosa, y como fuente de carbono probar su
degradacion por fermentacion y degradacion
por medio del hongo Asperygillus niger.

Las hojas de eucalipto frescas se molierony
licuaron, la materia organica obtenida se colocd
en un fermentador por medio de métodos de
destilacion simple: por reflujo y por arrastre
de vapor, los residuos vegetales después de la
fermentacion se usaron como materia prima;
la obtencidn de celulosa se realizé mediante un
aparato de destilacion a reflujo, se utilizaron
hojas frescas y hojas secas que se colocaron
en agua oxigenada y &cido acético, a reflujo
durante cuatro horas; posteriormente se filtré
para obtener la celulosa. La celulosay el hongo
en medios de cultivo se pusieron en una base
deshidratada de soluciones nutritivas. Se utiliz6
alcohol etilico como solvente para la extracciéon
de aceites esenciales por destilacion, para
después extraer los aceites esenciales por
medio de un Rotovapor.

Los resultados obtenidos muestran que no
se obtiene etanol por la fermentacién alcoholica,
por medio de la levadura Shacharomices
cerevisae. La celulosa obtenida de las hojas de
eucalipto, fue degrada por el hongo Asperygillus

Introduccion

El eucalipto, originario de Australia, tiene un
crecimiento rapido, por lo que produce una
gran cantidad de materia organica, que tarda
en degradarse debido a las sustancias que
presenta, e incluso impide el crecimiento de
organismos en el area en la que se desarrolla.

Utilizar la materia organica, de este arbol y
de las plantas son importantes como recusos
naturales para la obtencion de productos.
La importancia de la biotecnologia es por la
utilizacion de los recursos para obtener un
beneficio, sin que dafie el ambiente, es un
area multidisciplinaria que emplea la biologia,
quimicay procesos, con gran uso en agricultura,
farmacia, ciencia de los alimentos, ciencias
forestales y medicina.

Existen alrededor de 700 especies de arboles
de eucalipto originarias de Australia, actualmente
estd presente en mas de 90 paises y se extiende
sobre mas de 22 millones de hectareas en todo
el mundo, aunque sélo 13 millones de hectareas
tienen productividad de interés industrial (1),
debido a surapido crecimiento frecuentemente
se emplean en plantaciones forestales para la
industria papelera, maderera o parala obtencion
de productos quimicos, ademas de su valor
ornamental, de las especies, el Eucalyptusglobulus,
(Fig. 1), eslamas adecuada para la fabricacion de
celulosa, proporciona aproximadamente 6 m?/
Ha/afio a15 m3/Ha/afio. (2)

Actualmente, la importancia de la obtencion
de biocombustibles, que sean mas amigables
con el medio ambiente, en lugar de petréleo,
el carbén o el gas natural, como el butanol o
bioetanol; es considerado como una muy buena
alternativa parareemplazar ala gasolina, debido
a que es renovable y limpio, se considera que
sus emisiones netas de CO, son practicamente
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cero, ayuda a reducir

en mas de un 80% las emisiones

de carbono y elimina por completo las
emisiones de diéxido de sulfuro (SO,),
compuesto que causa la lluvia acida.

La celulosa es el principal componente
de las paredes celulares de los arboles y
otras plantas, es una fibra vegetal que al ser
observada en el microscopio es similar a un
cabello humano, cuya longitud y espesor varia
segun el tipo de arbol o planta. Las fibras de
algodon, por ejemplo, tienen una longitud
de 20-25 mm, las de pino 2-3 mm y las de
eucalipto 0,6-0,8 mm. Los arboles constituyen
la principal fuente de fibras naturales para
mas del 90% de la producciéon de celulosa a
nivel mundial; el restante 10% es aportado
por otras plantas, tales como pastos, bambties,
bagazo de cafia de azuicar, algodones, linos,
canamos y otros (3).

De tal forma que el eucalipto, al generar
la materia organica que cae al suelo, y no se
degradada rapidamente se puede utilizar
para la obtenci6on de celulosa, como en el
caso de deshechos agricolas de platano (4). La
composicién quimica del eucalipto contiene
del 1,5 al 3,5% de aceite esencial, del cual al
menos un 70% corresponde al componente
eucaliptol (7).

Existen organismos degradadores de
celulosa como son los Basidiomycetes
degradadores de madera de Eucalyptus (5).

Al estudiar las enzimas

celulasas que utilizan
naturalmente los hongos y

bacterias para degradar la celulosa,

se encontr6 que la hidrélisis de este
polimero es muy compleja por eso,

es necesario investigar las estructuras y
funciones de estas enzimas para conocer con
mayor detalle los mecanismos enzimaticos
involucrados en la degradacion de la celulosa
(6).

Aspergillus niger es un hongo microscépico
comun que se encuentra principalmente
en los vegetales en descomposicién, como
cereales, abono organico, hojas y productos
alimenticios, se conoce cominmente como
el moho negro que se desarrolla en frutas y
vegetales viejos (7).

Labusqueday obtencién de energéticos se
han enfocado por medio de la biotecnologia
a utilizar la materia, que normalmente se
produce en la naturaleza, como son las hojas
del eucalipto, ttiles como una fuente de materia
para la fermentacion para la produccion de
alcohol, mediante fermentacion alcohélica
utilizando levadura Shacharomices cerevisae,
celulosa obtenida de la hojas del eucalipto
parala degradacién y fermentacién mediante
microorganismos como el hongo Aspergillus
niger y la produccion de aceite esencial de
eucalipto, aromatizante de uso terapéutico
en el jabdn.



Metodologia

Se utiliz6 la materia vegetal del arbol Eucalipto de los jardines del CCH Naucalpan, UNAM. Para
la extraccion de aceites de las hojas de eucalipto, se pesaron 20 gramos de hojas frescas y secas
se les adicion6 200 mililitros de alcohol etilico, se dejaron a extraccién a temperatura ambiente
durante 48 horas. Se utilizaron los métodos de destilacidon simple, destilacion por reflujo y por
arrastre de vapor, para determinar cual era el mas efectivo para la obtencion de los extractos de
aceites esenciales de eucalipto.

Se utilizd el equipo de destilacion Rotovapor (Cafrano OB200)
para la concentracién de los aceites esenciales, los cuales se
adicionaron a un jabon con esencia de eucalipto.

Para la elaboracion de jabon se utilizé una solucion de
20 ml. de Hidroéxido de sodio en 100 ml, se mezclé con 80
gr. de manteca vegetal en bafio maria para saponificar la
grasa, mientras se le agregaron 25 ml de extracto de eucalipto
concentrado, la mezcla fue depositada en un molde, se dej6
enfriar y secar.

En biodigestores separados, la materia organica recolectada de los métodos de destilacion, se
lav y se puso a fermentar 20 g. de hojas secasy 20 g. de hojas frescas se colocaron en dispositivos
separados, con125 ml de solucién de KH,PO (NH,),POH mas un volumen de agua de la llave a un
volumen de 500 ml, se dejaron fermentar por una semana. Se determind la producciéon de CO

2

de cada biodigestor, como un factor para determinar que existe fermentacion. En el equipo de

destilacion se utilizo un sensor de temperatura (Vernier*), para registrar el punto de ebullicion
del etanol.

\ry La extraccién y obtencién de

J! > L celulosa se realiz6 mediante un

~ aparato de destilacidn a reflujo, (foto

1). Se utilizaron con hojas frescas y en
hojas secas por separado, se pesaron
20 gramos de hojas, se cortaron en
pequefios trozos y se suspendieron
en una mezcla de 100 mililitros de
agua oxigenada (H,0,) y 100 mililitros




de acido acético en una concentraciéon de 50:50 %, esta suspension se llevd a reflujo durante
4 horas, para obtener las fibras intactas (10). Una vez terminado el proceso de reflujo, se filtré
con un embudo y papel filtro para obtener los compuestos sélidos, el papel filtro se coloc6 en
un cristalizador y se dej6 secar al medio ambiente. Se pesé la celulosa obtenida y se observé al
microscopio para determinar la estructura de la celulosa.

La cepa del hongo se obtuvo en el laboratorio de Biologia CREA, SILADIN, CCH Naucalpan.
El medio de cultivo para el hongo Aspergillus niger, (Fig. 2), se preparé con un medio de papa
deshidratada (Marca*), adicionada con nutrientes, para un litro de solucién a un pH de 7:aztcar
15%, nitrato de amonio 0.2 %, sulfato de magnesio 0.1 %, fosfato de amonio 0.7 %, fosfato de
potasio 1.2 %, y cloranfenicol (20 microgramos/mililitro). Al medio de cultivo se les adicionaron
las esporas, se mantuvieron los cultivos a una temperatura de 30 °C. (9)

Obtenidos los cultivos de
Aspergillus niger, se adicionaron
a frascos esterilizados muestras
de hojas vegetales frescas, secas,
celulosa obtenida del eucalipto y
papel filtro, y solucién nutritiva
(aztcar 15%, nitrato de amonio
0.2 %, sulfato de magnesio 0.1 %,
fosfato de amonio 0.7 %, fosfato
de potasio 1.2 %, y cloranfenicol
—20 microgramos/mililitro— pH
de 7), de acuerdo ala Tabla L.

WARRANNR R a s

Tabla I. Cultivo del hongo con la diferente celulosa para determinar la degradacion.

Medio de cultivo: variables Cultivo de hongo Aspergillus niger.

Agua de la llave esterilizada con papel filtro, en frascos de Gerber* para cultivo con el hongo
Aspergillus niger.

Agua de la llave esterilizada y sacarosa como nutriente, en frascos de Gerber* para cultivo con
el hongo Aspergillus niger.

Solucién nutritiva y papel filtro en frascos de Gerber* para cultivo con el hongo Aspergillus
niger.

Solucién sin nutrientes celulosa obtenida del Eucalipto.

Solucién nutritiva sin sacarosa, se le agregé materia organica obtenida de lavar las hojas
obtenidas de la extraccion de los pigmentos, en Gerber* para cultivo del hongo.




Resultados

Los resultados obtenidos mostraron que la levadura
Shacharomices cerevisae no es un organismo eficaz
para efectuar la fermentacién alcohdlica, la cantidad
de alcohol producida es minima al utilizar como
materia organica hojas de eucalipto; en el caso de
la utilizacidn de hojas frescas parala obtencién de
alcohol, si se utiliza hojas secas no hay fermentacion.
La cantidad de alcohol obtenida se determind por
el proceso de destilacion, y la comprobacién por
medio del sensor Vernier, con la determinacion
del punto de ebullicién y la produccién de CO, en
los biodigestores. Los aceites extraidos de las hojas
del eucalipto por medio del alcohol etilico se adicionaron al jabén.

Se obtuvieron dos gramos de celulosa de las
hojas de eucalipto, de 20 gramos de de hojas
frescasy, la misma cantidad de las hojas secas.

Elhongo Aspergillus niger degradé la materia
organica de las hojas de eucalipto (la celulosa)
puesto que present6 un crecimiento. Los cambios
se pueden observar en la siguiente Tabla II.
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Tabla II. Determinacion de la degradacion de la celulosa por medio del hongo

Aspergillus niger

Imagenes

Medio de cultivo. Cultivos de celulosa.
Aspergillus niger.

v v

Agua de la llave esterilizada con papel filtro, en frascos de Gerber*
para cultivo con el hongo Aspergillus niger.
No hubo crecimiento del hongo.

Agua de la llave esterilizada y sacarosa como nutriente, en frascos de
Gerber* para cultivo con el hongo Aspergillus niger.
Se presentd crecimiento del hongo.

Soluciéon nutritiva y papel filtro en frascos de Gerber* para cultivo con
el hongo Aspergillus niger.
El hongo no degrado el papel filtro.

Solucién sin nutrientes celulosa obtenida del Eucalipto.
El Aspergillus niger presenté crecimiento notable degradando la
celulosa del eucalipto.

Solucién nutritiva sin sacarosa, se le agregé materia organica obtenida
de lavar las hojas obtenidas de la extracciéon de los pigmentos, en
Gerber* para cultivo del hongo.

La materia orgdnica pudo degradarse, el Aspergillus niger se desarrollé

en el medio.

Analisis de resultados

Los propésitos de este trabajo son para la
utilizacion del eucalipto en la obtencién de
productos biotecnolégicos, bioetanol (alcohol
etilico), celulosa, acido acético, y aceites
esenciales, y la degradacion de la celulosa
por la utilizacién del hongo Aspergillus niger.
Los trabajos realizados para la obtencién de
productos (13) han tenido mas efectividad
que los resultados que se obtuvo en el presente

trabajo. No encontramos referencia al contenido
de alcohol y de celulosa obtenida por cantidad
de hojas de eucalipto.

La fermentacién de materia organica con
levadura Sacharomices cerevisae no produjo
la cantidad de etanol que se esperaba, en una
produccion del 30%. Se observé que las hojas
frescas no se fermentaron, determinado porla
produccion de biéxido de carbono, de lamisma
forma como las hojas secas, probablemente
por los aceites, como el eucaliptol.



El eucalipto sirve como una muy buena
fuente de obtencién de celulosa, gracias al
proceso de extraccién por reflujo, ademas,
mediante este proceso es posible reutilizar
el acido acético.

El hongo Aspergillus niger no es un
microorganismo degradador de celulosa del
eucalipto, pues tanto en los frascos de materia
organica, como en los de celulosa present6 un
crecimiento notable.

Conclusiones

El aprovechar la materia organica de los arboles
y de las plantas es un aspecto necesario como
recurso natural, que al utilizar biotecnologia
sea de manera limpia, asi como la utilizacion
de los recursos son desechados como basura,
la obtencidén de celulosa, extractos vegetales y
biogas, por el proceso de fermentacidn, deben
de impulsarse para su aprovechamiento. El

eucalipto es una materia prima altamente
renovable y aprovechable, dado su crecimiento
rapido se puede utilizar la materia organica
para obtener celulosa, como se reporta en
trabajos de investigacion (1, 2).

Se han utilizado los aceites esenciales de
eucalipto, para el tratamiento de afecciones
respiratorias. El trabajo propone que
sean utilizados como adicion al jabén con
esencia de eucalipto como coadyuvantes de
afecciones respiratorias. Existen organismos
fermentadores para la produccién de
bioetanol.En el presente trabajo no se obtuvo
observaciones que determinen que la levadura
Sacharomices cerevisae sea un organismo que
se pueda utilizar como productor de etanol.
De las observaciones obtenidas del hongo
Aspergillus niger se infiere que puede ser
utilizado como organismo degradador de
materia organica y celulosa de las hojas del
arbol de Eucalipto. #-
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Resumen

no de los principales problemas de la
biologia evolutiva, es explicar como
ocurre el proceso de especiacion, por el
cual surgen especies nuevas a partir de especies
ancestrales. La formacion de una nueva especie
requiere de la sucesion de una serie de hechos que
generalmente se hallan distribuidos en un periodo
de tiempo por lo que resulta dificil o imposible
presenciar el proceso, no asi los resultados, que
son la especiacidn.
Se elabor6 para el
curso de Biologia IV, una

Introduccion

La diversidad de los chiles mexicanos y de
la familia compositae es resultado de tres
procesos: Evolutivos, como la especiacidn,
proceso por el cual surgen especies nuevas
a partir de especies ancestrales y debido
a que el origen de una nueva especie
requiere de la sucesion de una serie
de hechos que generalmente se hallan
distribuidos en un largo periodo de tiempo
por lo que resulta dificil
o imposible presenciar
el proceso. Genéticos,

estrategia didactica que
permitié a los alumnos
distinguir y comprender
el proceso de especiacion,
se trabajo con plantas, y se
revisaron en laboratorios
curriculares, especies del
género Capsicum de la
familia Solanaceae, a través
de evidencias morfolégicas
como: color, forma, tamafio
y picor, no s6lo como resultado de la especiacion
y ladiversidad genética, y también en especies
de la familia Compositae, donde se distingan
taxondémicamente las caracteristicas de la familia,
la forma y tamario del capitulo o cabezuela
(inflorescencia) con flores tubulares y flores
liguladas, ademas de la forma de la hoja y los
tricomas sobre las hojas y tallos.

De esta manera, los alumnos observaron
la estructura morfolégica de las especies,
diferenciaron y distinguieron que la diversidad
de especies observadas de la familia solanacea
y compuesta son evidencias del resultado del
proceso de especiacion y la biodiversidad de
los grupos taxonémicos.

Palabras clave: Especiacion, hibridacién y
poliploidia.

donde la participacién
de combinacién de genes
dan como resultado una
expresion alélica de la
forma, tamafio color
y picor, en el caso de
Capsicum, y tricomas,
forma y tamafio de las
cabezuelas o capitulos
parala familia compositae.
Ecoldgicos, requerimientos
especificos del clima (relacién de la
temperatura y precipitacion), tipo de suelo,
latitud y altitud y Biogeogrdficos, centro
de origen y distribucién de las especias de
Capsicum, en regiones especificas por tal
motivo el resultado del caracter cualitativo
del picor y sabor.

La especiacién por hibridacion,
también conocido como especiacién por
recombinaciéon de Grand (Dobzhansky,
1980). Fig. 1, corresponde a un proceso
rapido de especiacidn, el cual deviene de un
proceso frecuente en plantas, con aislamiento
ecolégico, cuando el hibrido natural es
parcialmente fértil al menos con un 25 %, en
habitats hibridos, ademas con la posibilidad
de contar con un polinizador, de esta manera
se ha formado una nueva especie.




Especie 1 Especie 2

Progenitores A,A,B,B,C,C,D,D, X A,A,B,B,C,C,D,D,

Hibrido de la F, A,A,B,B,C,C,D,D,

Gametos AB,C,D, A,B,C,D, AB,C,D, AB,C,D,

Producidos por el

Hibrido de la F, A,B,C,D, A,B,C,D, A,B,C,D, A;B,C.,D,
A.B,C,D, AB,C,D, A;B,C,D, A,B,C,D,

A,B,C,D, AB,C,D, A;B,C,D, A,;B,C,D,
\_W_J
Viables Inviables
(25 por ciento) (75 por ciento)

Los cuatro tipos de gametos viables dan en la F,
Fy 10 combinaciones distintas de las que cuatro son

completamente fértiles:

A,A,B,B,C,C,D,D, AA,B,B,C,C,D,D,

A;A,B,B,C,C,D,D, = A;A;B,B,C,C,D,D,

Rt e —

Estas dos combinaciones Estas dos darén hibridos par-
cor den a los dos i estériles cuando se
genotipos paternos retrocrucen con los progenitores

N Fig. 1. Especiacion por recombinacién de
Grant. Fuente: Dobzhansky (1980).

Los mecanismos de aislamiento reproductivo
estan controlados por seleccién natural y
las especies de plantas con un polinizador
especializado.

La poliploidia, es un proceso
mediante complejos polipliodes
propuestos por Stebbins
(Dobzhansky, 1980), (Fig. 2), es
un mecanismo que frecuentemente
sellevaa cabo en las plantas y poco
frecuente o nulo en los animales.

Los complejos poliploides
inician con la duplicacién del 2n
por autopoliploidia formando un
4n o por una anfipoliploidia que
se refiere a la duplicaciéon de un
hibrido formando un 4n y éste a su
vez, se duplica por autopoliploidia
dando origen a un 6n.

La formacién de nuevas especies
por hibridacién y poliploidia es
un proceso rapido, dando como
resultado un gran nimero de especies
comestibles, como los cereales,
hortalizas, algodén, arboles frutales.

Las caracteristicas morfolégicas de las
especias revisadas de Capsicum (chiles

El impacto

de la obra de
Darwin fue tan
poderoso que su
influencia muy
pronto alcanzé
muchas dreas
de la cultura,
impulsando el
desarrollo de
ideas e hipdtesis

ARAA,
BBBB

AAAA,
BB

1-7 IV's
13-7II's

Compiloespecie n = 14

AR AA AAAA; AA,
AA AR, AR, A, AR,
1-7 V', 12-0 II's

N Fig. 2. Modelos de especiacion por Poliploidia:
Complejo Poliploide (Stebbins). Fuente: Dobzhansky (1980).

mexicanos) y las especies de la familia
compositae son resultado de diferencias
genéticas y ecologicas que se dan durante
el proceso de multiplicacion de
especies.

La planta de Capsicum annuum
es de tallo lefioso y generalmente
tiene flores blancas o en ocasiones
verdosas. La forma del fruto, su
tamafoy su color son muy variables;
el tamafio del fruto va desde menos
de un centimetro hasta 30 cm. de
largo y las formas van de lo redondo
aloalargado, los colores que oscilan
de distintos tonos de amarillo y
verde en estado inmaduro a rojo
hasta café al madurar.

La presencia de la semilla de
Capsicum (chile) es frecuente desde
el Preclasico hasta la Conquista en
diferentes zonas de Mesoamérica.
Exploracién arqueoloégica,
localizacién de semillas de chiles en
diferentes regiones, en la cueva de
Coxcatlan, Puebla en un depdsito de
la fase, El1 Riego (6900 5000 a.C.), se localizaron
semillas de chile (Capsicum), Mapa 1, el sitio
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N Mapa 1. Centros de origen y distribucion del chile mexicano y semillas arqueoldgicas del chile.
Fuente: Arqueologia. Los chiles de México. Editorial, Raices S.A. de C.V. 2009.

de Guila Nequitz, cerca de Mitla, Oaxaca, son
lugares donde se ha encontrado evidencia del
proceso de domesticacion de plantas, entre
ellas el chile
Los objetivos de esta experiencia didactica
con los alumnos de Biologia VI, realizada en
laboratorios curriculares, son los siguientes:
Que los alumnos:
=  Observen y diferencien la diversidad
bioldgica del género Capsicum y las
especies de la familia compositae como
resultado de especiaciones multiples.
= Distingan las relaciones de parentesco
entre los individuos del mismo género
o familia, considerando sus caracteres
morfoldgicos.
= Conozcan algunas especies de hortalizas
como resultado de procesos rapidos de
especiacion (hibridacién, poliploidia),
como especies del género Capsicum y de
la familia compositae.




Primera parte

La aplicacién de esta estrategia
didactica paralograr los aprendizajes
del tema, consistiéo en utilizar
ejemplos de plantas que son de
uso cotidiano y que ejemplifican
el tipo de especiacion rapida con
cuatro especies de chiles del género
Capsicum: Capsicum annuum (chile
serrano (1), de arbol (2), jalapefio
(3), poblano (4), chilaca (5), giiero
(6) y pimiento morrén (7), Capsicum
annuum var. Aviculare, el chile piquin
(8), Capsicum chinense, el chile
habanero (9) y Capsicum pubescens, el
chile manzano, con semillas de color
negro (10), como los que se presentan
en la Fig. 3 Arqueologia (2009),
estas especies se observaron en el
laboratorio curricular de Biologia.

S

® En equipo, los alumnos revisaron morfolégicamente, el tamafo, forma, color, el picor dado
por la capsaicina, que esta localizada en la placenta o venas del chile, (Fig. 4), como las ima-
genes tomadas de Arqueologia, 2009 como ejemplo, para que los alumnos realizaran los
cortes transversales y longitudinales de cada ejemplar de las especies.

---- semillas

- glandulas de capsaicina

--=- pericarpio o piel
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®  Se hicieron cortes, transversal y longitudinal, (Fig. 5), de cada uno de las especies, tomaron
nota y fotografias, observaron y diferenciaron las especies de Capsinum, en la forma fresca
y seca que se conocen con otro nombre en el area culinaria, como los observados en las
fotografias: El chile “poblano” es el chile “ancho” (1), la “Chilaca” el chile “pasilla” (2), el Chile
giiero chile “guajillo” (3)

8| consciENCIA siladin



® Por referencias personales o de otras personas, los alumnos degustaron el picor de las
diferentes especies de Capsicum, una caracteristica distintiva del género y registrada en la
revista Antropologia (2009), por las unidades de Scoville, sobre el picor del chile mexicano.

Los alumnos confirmaron la intensidad mayor o menor del picor de los chiles con la escala de
Unidades de Scoville, (Fig. 6), confirmando en la degustacion, el grado de picor de las especies
del género Capsicum (chiles mexicanos).

3 500 = 1.0 Q00 ~----rnmwmmmmmemmmemmem e em e n e
2500 - 5000 |
1000-2000 T Sy ¥

1-100 T

150 000-325 000
50 000-100 000
30 000-60 000
1500 - 30000

Serrano | Chilede arbol Manzano Piquin Habanero

N Fig. 6. El picor del chile mexicano, con base en la escala de Scoville. Fuente: Arqueologia. Los chiles de
México. Editorial, Raices S.A. de C.V.20009.
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® Los estudiantes elaboraron un arbol de especiacion, (Fig. 7), con las diferentes especies del
género Capsicum, incluyendo el nombre con el que se conoce, la forma fresca y seca la cual
lleva otro nombre y presenta otra coloracion, por tal motivo estas son utilizadas culturalmente
en México en la gastronomia de diferente forma.

w Mirasol,
Pimiento, morrén guajillo/cascabel

:‘k Chile de Serrano
arbol

Chilaca, pasilla

Capsicum

Chinense Chile habanero
Capsicum y i
Jalapefio, | annuum Capsicum @
Chipotl pubescens '
pote Chile manzano

Capsicum
annuum var
aviculare

")\ Giiero, guajillo
‘ | costefio

Poblano,
‘ ancho/mulato

#

Chile piquin

Capsicum ]



Segunda parte

La familia compositae estd constituida
por hierbas, arbustos o arboles, con hojas
alternas u opuestas, simples o divididas, flores
hermafroditas, unisexuales o estériles. Con un
fruto llamado aquenio, flores agrupadas en
cabezuelas o capitulos?, rodeados por bracteas,

1. Cabezuela: Inflorescencia condensada consistente
de flores sésiles a casi sésiles, muy proximas entre si y
a menudo dispuestas sobre una base comun, llamada
receptaculo. uniiquim.iquimica.unam.mx

en 2 o mas series. El capitulo o receptaculo
puede ser plano como la margarita, concavo
como el girasol o globoso como la manzanilla,
incluye 950 géneros y cerca de 20,000 especies,
de amplia distribucién,

El otro ejemplo que permitié ver los
resultados del proceso de especiacion fue, con
algunas especias mas comunes para los alumnos,
de la familia Compositae: Girasol, Manzanilla,
margaritas y diente de ledn, (Fig. 8).

‘ |

U Fig. 8. Familia Compositae, diente de ledn, Taraxacum oficinale. Fuente: www.freepik.es, Matricaria

chamomila “manzanilla”

Actividades

En el laboratorio, los alumnos trabajaron en equipo, observaron la estructura morfolégica a
través del microscopio de diseccion de cuatro especies seleccionadas de la familia Compositae,
pararealizar la observacion del tamano y forma de la cabezuela, las flores liguladas y tubulares
de las especies la familia compuesta: (Fig. 9), ay b, girasol y margarita.

N Fig.9. a, “girasol” Helianthus annuu. Fuente: propia.

N Fig. 10. b, “margarita
“Calisthephus chinensis”
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® Losalumnos también observaron y diferenciaron el tamafio y forma de la cabezuela o capitulo,
contrastantes de girasol y manzanilla, tallo con o sin tricomas o pelos epidermicos, forma
de la hoja, el tamafio y forma de la inflorescencia (flores en el capitulo o cabezuela), vistas
en el microscopio de diseccion, y observaron detalladamente las pequenas flores liguladas
y tubulares, (Fig. 11, ay b), que se encuentran en la inflorescencia y elaboraron el esquema

de las estructuras observadas.
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S N Fig. 11 a. Dibujos de capitulos,
TYNP flores y tricomas de girasol y
manzanilla. Fuente: esquemas de
INFLORESCENCIA

alumnos.

Flores tubulares
maduras Flores tubulares
inmaduras

Inveluero de brdacteas
(Filarias)

Flores liguladas

® El diente de ledn, Taraxacum officinale, (Fig.
12), planta compuesta, muy frecuente en los
jardines y orilla de caminos y una importante
planta medicinal, es considerada generalmente
como una “mala hierba”, el fruto es un aquenio

con largo pico y vilano.

N Fig. 13.
Diente de

ledn, flory
receptaculo con
semillas con
vilano. Fuente:
pequefarmacia.
educabarrie.org

La Flor de las Compuestas _

Ligula

Corola ligulada

Estigmas

Anteras Anteras soldadas

soldadas

Corola
tubulosa

Filamentos:

Flor ligulada Androceo

Flor tubulosa madura




Resultados

Los alumnos observaron y diferenciaron las
caracteristicas morfolégicas que tenian en
comun las especies de Capsicum annum: chile
poblano, chilaca, chile gliero, chile serrano, chile
de arbol, chile jalapefio, Capsicum chinense, chile
habanero, Capsicum pubecens, chile manzano
con sus caracteristicas semillas negras,
Capsicum annum var. Aviculare, chile piquin
y distinguieron el picor, el color y tamafio de
las semillas y la forma del pericarpio.

Asi como la caracterizacién de las cuatro
especies de la familia compositae, donde
el estudiante observé que cada una de las
especies tienen caracteristicas diferentes, como
el tamafo y forma del capitulo o cabezuela, el
color yla semilla (aquenio), presencia notoria
de tricomas y las flores tubulares y linguladas,
pero que a su vez manifiestan caracteristicas
distintivas en comun de parentesco, como el
capitulo las flores tubulares, liguladas y semilla
llamada aquenio.

Conclusiones

Con los ejemplos que se observaron en
el laboratorio, los alumnos pudieron
distinguir y diferenciar que la especiacién
o multiplicacion de especies es un proceso
que incrementa la diversidad de individuos
en un grupo taxonémico como es en el caso
del género Capsicum, y de las especies
de la familia Compuesta, tanto en su
tamafo y la diversidad de colores, y en el
género Capsicum, la textura del pericarpio,
la glandula en las venas que contiene la
capsaicinay que da como resultado el picor
de los chiles en diferentes concentraciones
de picor, ademas de la expresion de los genes
que da como resultado la diversidad de
colores en los chiles mexicanosy en las flores
de las especies de la familia compasitae.

Sin embargo en la comisién nacional
sobre el estudio de la biodiversidad, (http://
.mx) se establece
que la familia de las margaritas, crisantemos
y girasoles es la mas evolucionada de las
dicotileddneas. En vez de flores sencillas,
tienen cabezuelas que agrupan muchas
flores diminutas. Un solo insecto poliniza
muchas flores simultaneamente. Quiza por
ello también es la familia mas numerosa y
diversa. Su origen y evolucién es incierto y
muy discutido. &

www.bi
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Resumen

1 producto Demograss® es un

suplemento alimenticio para reducir

de peso, sin embargo se han reportado
que su consumo tiene afecciones a la salud.
En este trabajo se evalu6 el efecto genotoxico
de este producto mediante un ensayo de
Micronucleos (MN) en linfocitos de sangre
periférica humana. Para el ensayo se
probaron tres concentraciones distintas
de Demograss® (100, 50 y 25%) mas un
testigo. Se utilizé6 el protocolo estandar
para la siembra de linfocitos y antes de su
cosecha se administraron las soluciones
de Demograss®. Los resultados muestran
citotoxicidad en las concentraciones de 25
y 50 % y un aumento de frecuencia de MN
de los lotes experimentales con respecto
al testigo, con lo que se concluye que el
compuesto Demograss presenta un potencial
citotdxico y genotoxico.

Palabras clave:

genotoxicidad, citotoxicidad.

micronucleos,

Introduccion

La toxicologia genética es una rama de la
biologia que estudia los efectos nocivos de
los diversos agentes tdxicos en los sistemas
biolégicos, asi pues, se encarga de definir

la magnitud del dafio creado por dichos
agentes, la capacidad de afectar el material
genético y como éstos se expresan en la
célula. (Duffus, 1983). Se conocen muchas
sustancias capaces de interactuar con el
material genético de los sistemas vivos,
como los agentes de caracter quimico y
bioldgico (Ramos, 1994), presentes en todo
tipo de productos y medicamentos, mas los
agentes fisicos (luz ultravioleta, radiaciones
ionizantes, radiaciones electromagnéticas,
etc.) (Muller, 1928), por lo cual durante la
evaluacion de la toxicidad de una sustancia
se pueden encontrar algunos bioindicadores?!
que nos dan evidencia del dafio causado en el
material hereditario.

La prueba de microntcleos (MN) fue
desarrollada por Hendle (1973) y Schmid
(1975), como un ensayo para determinar
dafio cromosémico en células en division
(Arencibia y Rosario, 2003).

Los MN son expresados en células,
en divisiébn, que contienen rupturas de
cromosomas por pérdida de los centrémeros
y/o pérdida de cromosomas completos,
en ambos casos son incapaces de viajar
con el resto de los cromosomas a través
del huso mitético a los polos, durante la

1. Estructura que es utilizada como indicador de un
estado bioldgico.

N Figura 1. Formacién de micronucleos (Matheus & Bolafios, 2014)
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anafase (Arencibia y Rosario, 2003) En la
telofase, estas estructuras cromosdémicas
-completas y/o rotas— son envueltas
por la membrana nuclear y gradualmente
asumen la morfologia de un nucleo en
interfase con la excepcién que son mas
pequefios que el ntucleo principal de la
célula (Fenech, et. al,,1999).

La aparicion de MN se da como respuesta
al efecto genotoéxico de agentes fisicos o
quimicos (Wolstenholme y Burn. 2001.)
comolaradiaciénolapresenciadesustancias
genotoxicas?, produciéndose pérdida
cromosomica y haciendo que el reparto del
material genético no sea equitativo en las
células hijas (Fenech, 1999).

El producto Demograss® (Figura 2)
es un suplemento alimenticio de origen
naturista que no requiere de receta
médica, es utilizado cotidianamente como
auxiliar en el control del peso; es de facil
adquisicibn en cadenas comerciales y
farmacias(www.demograssca.com). Esta
hecho a base de diez plantas distintas
y a pesar de su origen natural presenta
sintomas negativos como son: diarrea,
dolor de cabeza, dolor abdominal, dolor
muscular y formacién de cimulos de grasa
en los musculos de las extremidades.
Ademas su uso esta contraindicado en
mujeres embarazadas y nifios (www.
demograssca.com).

La frecuencia del uso de los productos
comerciales para bajar de peso en forma
de suplementos alimenticios presenta un
muy alto indice en México. Actualmente
no hay ninguna ley ni estudio serio que
restrinja el uso de estos productos que
podrian contener compuestos potencial
citotoxico o genotdéxico como algunos

2. Agentes quimicos, fisicos o bioldgicos que causan
daino en el material genético.
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N Figura 2. Producto Demograss®. Tomado de
www.demograssca.com

metales, extractos de plantas, que de
forma individual o en conjunto, pueden
representar un riesgo para la salud
humana.

Por esta razén, es prioritario realizar
estudios enfocados a la relaciéon dosis-
efecto para determinar su potencial
toxicolégico. Estos estudios podrian
servir de base para establecer parametros
regulatorios a la comercializacion de estos
productos, ya que representan un riesgo
a largo plazo, debido a que los cambios
moleculares que pueden generar estos
compuestos en la estructura del ADN, se
pueden ver reflejados en la regulacion de
la expresion génica y por ende propiciar el
desarrollo de cancer o de malformaciones
en la etapa embrionaria. El objetivo de
este trabajo fue determinar el posible
efecto citotoéxico y genotéxico de este
suplemento alimenticio mediante el
ensayo de MN en linfocitos obtenidos a
partir de cultivos de sangre periférica de
humano. De tal forma que la proliferacién
celular y el incremento en la frecuencia
de MN seria un bioindicador del potencial
toxico a nivel celular y genético.



Método

° Ensayo de microntcleos (MN)
en linfocitos humanos.

En condiciones asépticas se extrajeron
3ml de sangre periférica, de 6 individuos
sanos de entre 17 y 19 afios de edad, con
jeringas (3 ml.) que contenian 0.3ml de
heparina, esto se hizo por duplicado para
cada donador. La sangre fue sembrada en
tubos de centrifuga (15 ml), que contenian
5ml de medio de cultivo PB-MAX: kariotyping
médium (GIBCO), se adicion6 0.8 ml de cada
muestra de sangre a cada tubo, se rotularon
con el nombre del donante y se incubaron
por 72 hrsa 37°C en una estufa bacteriolégica
para que proliferaran los linfocitos (cultivos
celulares).

Transcurridas 48 horas, a partir de la
incubacion, se administré el tratamiento
a los linfocitos con diferentes soluciones
de Demograss®, las cuales se obtuvieron a
partir de una solucién madre (100%) —que
se generd diluyendo el contenido de una
capsula, 500 mg.en 300 ml de agua- y a partir
de ésta, se hicieron diluciones sucesivas al
50 y 25%. A cada tubo se le administr6 0.5
ml. de las soluciones preparadas, dos tubos

por concentraciéon mas dos tubos testigo a
los que se les adicioné agua destilada. Los
cultivos celulares se volvieron a incubar para
cumplir las 72 hrs.

Transcurridas las 72 hrs, los cultivos
celulares se sometieron a la acciéon de la
colchicina (1mg/ml),acadatuboseleadicioné
2 gotasy seincubaron durante 20 min. (37°C),
para detener la mitosis. Posteriormente,
se procedié a centrifugar las muestras a
2000 rpm durante 10 min. Se removid el
sobrenadante y se llevo a cabo el cosechado
celular, que consiste en someter a las células
a un choque hipoténico® con una solucion
de KCI (0.075M), las muestras se incubaron
por 20 min. Pasado esto, se fijaron las células
con 1ml de solucién carnoy (metanol y acido
acético, 3:1) y se centrifugaron por 10 min
a 2000 rpm para eliminar los eritrocitos. Se
retird el sobrenadante y se agregd 8 ml de
solucién carnoy y se volvié a centrifugar. Este
procedimiento se realizo las veces necesarias
hasta que el boton celular quedara blanco. El
volumen final se ajust6 a 1 ml

3. Esto favorece que se hinchen las células por un proceso
osmético donde la concentracion de iones del medio es
menor que la del interior de la célula.
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Una vez obtenido esto, se elaboraron las
preparaciones tomando wuna pequefia
cantidad de material del tubo y se dejaron
caer tres o cuatro gotas del material celular
sobre la superficie de un portaobjetos
limpio con una capa de agua fria. Se soplé
débilmente por uno de los extremos del
portaobjetos e inmediatamente se pasé por
la flama de un mechero. Las preparaciones
se dejaron secar a temperatura ambiente
en posiciéon inclinada. Las laminillas se
tifieron dentro de un vaso Coplin que
contenia 8 ml. de colorante Giemsa y 46
ml. de buffer Gurr, se sumergieron durante
20 min. y posteriormente se lavaron con
agua destilada; se secaron a temperatura
ambiente. Las laminillas fueron examinadas
en un microscopio 6ptico (Axiostar) a 40x
de aumento, en un campo de luz claro.

Registro de datos

Se registré nimero total de células con MN

y otras alteraciones. Se calculé un promedio
y error estdndar de células contabilizadas
por campo de visualizacién y se obtuvo
un Indicé de genotoxicidad, dividiendo
el nimero de células con micronicleos
entre el total de células contabilizadas por
concentracion, y un indice de citocoxicidad
que se obtuvo dividiendo el nimero de células
contabilizadas en los lotes experimentales
entre el total de células del lote Testigo.

Resultados

En este trabajo se analiz6, primero, la
proliferaciéon celular en cada concentracion.
Por lo cual tenemos que en la concentracion
al 100% se obtuvieron menos campos
con proliferacion celular = abundante
(citotoxicidad) (Grafica 1), ademas las
células observadas eran de menor tamafio
con respecto al testigo, mientras que en las
concentraciones de 50% y 25%, hubo un
aumento en la proliferacion celular.

N Tabla 1. Concentracién en porcentaje, Numero de células contadas con concentracion, nimero de células

con MN, I.G.el.C.

Total Promedio _No. de
[%]  guas G Células E.E.  célulascon
por campo MN
Testigo 1139 18.37 2.00 37
25% 1688 2767 2.85 139
50% 1789 28.86 149 316
100% 1010 16.10 144 534

E. E.: Error estandar.

i  EE e e
campo
060 012 0.03 1
227 0.36 0.08 148
4.84 0.24 0.17 1.57
534 0.70 0.52 0.87



testigo 25% 50%

100%

& (ndice de citotoxicidad

i [ndice de genotoxicidad

N Gréfica 1. Comparacién del indice de genotoxicidad y de citotoxicidad de los lotes experimentales con

respecto al testigo

Segundo, la frecuencia de MN sirvié para
determinar el potencial genotoxico del
Demograss®, donde se observé un aumento
en la frecuencia de MN a medida que
aumentaba la concentracion (Grafica 1) de tal
forma se puede determinar un patrén para
determinar el nivel del dafio a la exposicion
del compuesto.

En la Figura 3 se muestran células con MN
encontradas en las distintas concentraciones
de Demograss. La figura 4 nos muestra una
célula binucleada con un MN.

Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos,
observamos dos cosas: (1) el indice de
citotoxicidad indica que el producto
Demograss® aumenta la proliferaciéon
celular, es decir, aumenta la cantidad
de células en los lotes expuestos a las
concentraciones de 25% y 50%, esto es
debido a que son concentraciones que no
inducen letalidad y por este efecto pueden
activar mecanismos de reparacién para
garantizar la sobrevivencia celular (Lewin,
2000) yesto esunindicador de estrés positivo

e
II‘.'
o

N Figura 3.a)
micronucleos
encontrados en
la concentracion
de 100%; b)
micronucleo enla
concentracion de
50%

N Figura 4.
Célula binucleada
con un MN.

ulpejis VION3IOSNOO



3| coNsCIENCIA siladin

y citotoxicidad. En D. melanogaster se
ha documentado una relaciéon entre el
estrés y el aumento en la esperanza de
vida de las moscas, expuestas a radiaciéon
ionica (Moskalev, et. al, 2011) mediante
la activacion de sistemas de proteccion
antioxidante (Arking, et. al., 2000), reparacion
de ADN (Moskaley, et. al., 2013) entre otros
mecanismos, por lo que algo muy similar esté
pasando con los linfocitos que tienen como
resultado el aumento en la proliferacién de
éstos. (2) Ademas de incrementar el nimero
de células en los lotes experimentales (salvo
100%, es una dosis muy tdéxica) se observa
un incremento en el potencial genotdxico al
aumentar la frecuencia de micronucleos, lo
cual nos indica que el compuesto es capaz
de interactuar con el material genético de las
células generando rompimientos y pérdidas
parciales o totales de cromosomas (Zalacain,
et. al,, 2005).

Por la composicion quimica del
Demograss® se puede sospechar que la
semilla de fraile (Thevetia peruviana),
que se ha comprobado que causa efectos
secundarios como diarrea o deshidratacion,
al ser ingerida, por la presencia de cianuro
(Aguilar y Maycotte, 2013). Esta sustancia
puede ser la responsable de inducir
citotoxicidad y genotoxicidad en los linfocitos
tratados.

Conclusiones

El Suplemento alimenticio Demograss®
indujo una mayor proliferacién celular y la
presencia de MN en cultivos de linfocitos
humanos, lo cual es un indicador del
potencial citotéxico y genotdéxico que tiene
esta sustancia por lo que su uso deberia estar
regulado.

Anexo

Entre la célula normal que no contiene
micronucleos y la célula afectada por un
agente genotdxico que serd en este caso es la
célula micronucleada existen diferencias que
se mencionaran a continuacion:

Células Normales: el nucleo esta
uniformemente tefiido, es redondo u oval, se
distinguen de las células basales porque son

de mayor tamafio
y el nicleo es mas

pequeilo enrelacion

. al citoplasma. No
contienen  ningln

otro cuerpo o

o ' estructura aparte

[imeda PRS0 del micleo  que
del-adn-y-arn-58-aniversariohtml ~ contenga ADN,

estas células son
consideradas como
células totalmente diferenciadas y no se
observan divisiones celulares (Fenech, 2000).
Célula Micro nucleada: se caracteriza
por la presencia de un nucleo principal y
uno o mas pequefias estructuras nucleares
denominadas MN. Un MN tiene la forma
redonda 0
almendrada y mide
entre1/3y1/16del
nucleo  principal,
presenta la misma
intensidad, textura
y plano focal que
blogspot.mx/2011/04/estructura- @]  nucleo y es
del-adn-y-arn-58-aniversario.html un fragmento 0
un cromosoma
completo que al momento de la mitosis no
se integra a uno de los nucleos de las células
hijas (Fenech, 2000). ~-

Tomada de http://explorerbiogen.
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Resumen

n el presente trabajo se establece la

metodologia para el aislamiento y

mantenimiento de la cepa del hongo
microscoépico Aspergillus niger y de la
realizacién técnica de un bioreactor, para la
obtencion de materia prima para la extraccion y
cuantificacién de la enzima glucosa oxidasa. Se
utilizé papa deshidratada y 20 ml. de solucién
con nutrientes para aislar y conservar la cepa
del hongo. En el bioreactor se adicionan los
nutrientes azucar 15%, Nitrato de amonio 0.2
%, sulfato de magnesio 0.1 %, fosfato de amonio
0.7 %, fosfato de potasio 1.2 %, y cloranfenicol
(20 microgramos/mililitro), en litro de solucién
ajustadaa unpH?7.

Los resultados muestran que la papa
deshidratada es un excelente medio para el
cultivo de Aspergillus niger y la conservacion
de la cepa para experimentos de realizacion
en el Laboratorio del SILADIN, es econémicay
de fAcil preparacidn. El bioreactor es un medio
adecuado para el crecimiento del hongo para
estudios y andlisis posteriores. Se cuantifico
la cantidad de glucosa oxidasa se obtuvo 6.5
miligramos por cada 2 gramos micelio obtenido
del bioreactor

Palabras clave: Aspergillus niger, bioreactor,
Glucosa oxidasa.

Introduccion

El metabolismo celular se efectiia por medio de
enzimas, catalizador biolégico que aceleraran
las reacciones bioquimicas. La enzima Glucosa
oxidasa (GOx) (Nomenclatura EC 1.1.3.4) es
una oxidorreductasa que funciona por la
oxidacion de la glucosa para formar peroéxido
de hidrégeno y D-glucono-6-lactona. Es una
proteina dimérica, la estructura tridimensional
de la GOx ha sido totalmente dilucidada, como
muchas otras proteinas que actian fuera de las

células, se encuentra cubierta por cadenas de
carbohidratos (1).

La glucosa oxidasa es utilizada para la
determinacion y cuantificacion de glucosa libre
en los fluidos bioldgicos, como sangrey orina,
en materia prima vegetal y en la industria de los
alimentos, tiene ademas muchas aplicaciones
en biotecnologia, y se utiliza para la fabricacién
de biosensores sensibles a glucosa, usualmente
se extrae de Asperygillus niger.

Aspergillus niger es un hongo que produce
un moho negro en vegetales muy comuin en
la lechuga, el tomate o la acelga y el limon.

El Aspergillus es un género de alrededor
de 200 hongos, pueden existir en dos formas
basicas levaduras e hifas, es filamentoso
(2). El hongo se utiliza en investigaciones
experimentales, como el analisis del
metabolismo (I. Reyes-Ocampo, et al), o como
productoras de acido citrico (Carlos Andrés
Lopez Rios, 4), sin embargo, es importante
porque permite la extraccion de la enzima
glucosa oxidasa, para la determinacién de
glucemia y algunos otros parametros clinicos
(5).

El estudio de enzimas, su aislamiento
y purificacién son muy importantes en el
estudio del metabolismo, de las células y
de la biotecnologia. También es importante
contar con una metodologia que permita
el cultivo del hongo Aspergillus niger, su
estudio, la metodologia para la extraccion y
la caracterizacion de las enzimas que pueda
utilizarse en experimentos y proyectos de
investigacién experimental posteriores. La
extraccion y cultivo del hongo debe de ser
econdmica y de facil accesibilidad, para la
obtencidn de la enzima en gran cantidad.

Es por tal motivo que se desarrollé
la metodologia para el cultivo del hongo
Aspergillus niger, el aislamiento y la extraccion
de la enzima Glucosa oxidasa.
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Metodologia

El biodigestor se adecué en un matraz
Erlenmeyer de 1 litro, se le adicion6 500 ml de
solucion nutritiva, que contiene los siguientes
componentes: azucar 15%, nitrato de amonio 0.2
%, sulfato de magnesio 0.1 %, fosfato de amonio
0.7 %, fosfato de potasio 1.2 %, y cloranfenicol
(20 miligramos /litro), a un pH de 7. (7). El
matraz con el medio nutritivo se coloc6 en una
parrilla a una temperatura de 30°C en agitacién
constante a una velocidad de la parrilla de 4.
Se le mantuvo con flujo constante de aire,
con una bomba para pecera, todo en condiciones
estériles. Se le adicionaron las esporas de los
hongos, para su crecimiento y esporulacién.
Después de 72 horas se filtré la solucién
nutritiva con el micelio del hongo, el micelio
fue obtenido por filtracion, lavado con solucion
salinaal 0.1%, y determinada la cantidad por su
peso. Se homogenizd a una velocidad de 1500
rpm durante 10 minutos con amortiguador

N
:V)

ml de solucion

e ety TRIS-HCI+EDTA
Blanco 0 1
1 1.0 0
2 0.9 0.1
3 0.8 0.2
4 0.7 03
3 0.6 0.4
6 0.5 05
Muestra 0.5 05

de TRIS-HCl + EDTA a pH de 8, se centrifugo
a 8000 rpm durante 20 minutos. Se filtré el
homogenizado y se resuspendi6 en TRIS-HCI
+ EDTAy se tom6 una muestra de 0.5 mililitros
para la determinacién de la concentracion
de proteina, mediante el método de Biuret.
Para la curva de calibracion de proteinas, se
utiliz6 enzima proteica purificada Lisozima
(LYSOZYME, EC 3.2.1.17, SIGMA*), se realiz6
solucion estandar de 100 miligramos de
lisozima en 10 mililitros de TRIS-HCI + EDTA
a pH de 8, de esta se tomaron las alicuotas
como se observa en la Tabla I de la curva de
calibracién de determinacién de proteinas. La
determinacién de proteinas con el reactivo de
Biuret, se realiz6 con un espectrofotémetro
(La Motte*), a una longitud de onda de 540
nandémetros.

La tabla I muestra la determinacién de
proteinas y la curva estandar o patrén (8).

El hongo Aspergillus niger fue obtenido
de las muestras de medios contaminados

Tabla I. Para obtener la curva de calibracién y la determinacion
de la concentracion de la enzima Glucosa oxidasa.

ml Gotas de
NaOH (20%) Reactivo Biuret

N N NN N NN NN
v U1 Lun L1 L1 L1 L1 U



en los cultivos de las moscas Drosophila,
del Laboratorio de Biologia CREA, SILADIN.
Se observd al microscopio estereoscopico y
optico, se identificoy posteriormente se aisl6
en medio de cultivo agar Saborau, dado que
se conoce su crecimiento en este agar que
contiene papa. Posteriormente se realizo la
adecuacion en medios de cultivo con papa
deshidratada, de acuerdo con Duenas, E, et
al (6). Con papa deshidratada para puré (Valle
verde* puede ser utilizada cualquier otra marca
de puré de papa deshidratada) la adecuacion
del medio es, sin la utilizacién de la solucién

preservador, se le adiciona solucién nutritiva
la cual se especifica para el bioreactor (7.Luis
Ojeda). El medio se preparé con cinco gramos
de papa deshidratada, al cual se le adicion6 20
ml de soluciéon nutritiva. Una vez preparados
los medios de cultivo se les adicionaron las
esporas del hongo en condiciones de esterilidad
y asepsia para evitar la contaminacién por
algtn otro hongo, se mantuvieron los cultivos
a una temperatura de 30 °C (7). Los medios
se adecuaron en frascos de Gerber* de 200
ml. (Figura 1).

Fig. 1 Medio de cultivo con papa deshidratada adicionada con solucién (
nutritiva, para el cultivo del Hongo Aspergillus niger. (fuente propia)

Diagrama de flujo metodologia

Cepade
Aspergillus niger

Hongo microscépico
Aspergillus niger

Cultivo en medios de papa
deshidratada con nutrientes

Aislamiento del
hongo cultivos
contaminados

Observacion y
caracterizacion

Adecuacion del
Biodigestor

Cuantificacion de
proteinas método

Extraccién de enzima Glucosa oxidasa

Centrifugar el micelio

Filtracion del micelio

Solucién nutritiva cultivo hongo
Aspergillus. Cultivo del micelio
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Resultados

Se caracteriz6 y se aisld el hongo Aspergillus
niger, lo cual se observa en referencia a la

bibliografia, en la cual
muestra las estructuras
similares del hongo
observado y aislado en
el laboratorio (9).

El medio de
cultivo a base de papa
deshidratada resulta ser
un medio adecuado y
econdmico para el cultivo
delhongo, es facil y rapido
de preparar. (Fig. 2).

Se realiz6o la
observacién al
microscopio para
determinar la morfologia
del esporangio6foro,
para su identificacion.
Las observaciones
se muestran en las
siguientes fotografias.
(Fig. 3).

El cultivo del micelio
del hongo es una forma
muy accesible por

N Fig. 2. Medio de cultivo a base de papa

deshidratada. Fuente Propia.

N Fig. 3. Fotografias
de la observacion del,
esporangiéforo y las
esporas del hongo
Aspergillus niger.
Fuente propia.

medio del biodigestor; de tal forma que el cultivo
de las esporas en este medio nutritivo, permite
el crecimiento, controlando la temperatura, la
agitacion y aireacion continua, para la obtenciéon

N Fig. 4.
Biodigestor.
Fuente propia del
Laboratorio de
Quimica CREA.

o,
Porcentaje de TA
transmitancia
100 *
00 1]
80 S
70 \,\
60 P *
50 &
40 9
10 *T%
20
10
0 , , , , , , , . .
o 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10
Mg de proteina
O Gréfica 1. Resultados de la curva de calibracion.

il
=
4

Fuente propia.

del micelio y utilizarse
para la extraccion de la
enzima. El biodigestor
se observa en la imagen.
(Fig. 4).

La masa del micelio
del hongo obtenido
fue de dos gramos, (al
tiempo en que se utilizo,
si se deja mas tiempo el
micelio, va esporular, y
laintencién es solamente
utilizar el micelio).

Al micelio se le
adicion6 buffer TRIS-
HCl EDTA a un pH 8,
la cuantificacién de
proteinas nos resultd
en una concentraciéon
de 6.5 miligramos, por
cada dos gramos de
micelio.

La concentracién
de la enzima proteica
se realiz6 por medio
del método de Biuret, en la Tabla I
se muestra las concentraciones de
proteina de la curva de calibracion, el
blanco y la muestra problema la enzima
glucosa oxidasa. Con estos datos se
grafica la concentracién de proteina
conocida la lizosima y se extrapola
a la muestra problema, la proteina
Glucosa oxidasa. La grafica 1 muestra
los resultados obtenidos de la curva
de calibracién y la extrapolacion a la
enzima, obteniendo un resultado de
6.5 mg. de proteina.



Analisis y conclusiones

Aunque el hongo puede causar enfermedades,
por una reaccién alergénica, se trabajé en
condiciones de asepsia adecuadas. Consideramos
que es una buena alternativa el cultivo del hongo
en medio nutritivo con papa deshidratada,
para utilizarlo en experimentos o estudios de
investigacion. El bioreactor es econémico y
es una alternativa para obtener las enzimas
glucosa oxidasa en estudios posteriores, ya que
es una manera sencilla para obtener el micelio
del hongo.

Existen trabajos en donde se utilizan técnicas
similares parala extraccién de la enzima, algunos
delos cuales se probaron en el laboratorio, como
en el caso de Luis Ojeda (9) donde utiliza el
medio de cultivo donde creci6 micelio del hongo,
al aplicar esta técnica no se obtuvo proteinas,
tal vez por error experimental, o los reactivos
utilizados; se obtuvo mejor resultado al utilizar
la técnica descrita por Shazia Khurshid etal. (8)

No se tuvieron los reactivos para
caracterizarla, sin embargo, en trabajos
posteriores del laboratorio, nuestro propdsito
serarepetir los resultados y mejorar las técnicas
de extracciéon y como un nuevo objetivo su
purificacion. &~
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Politicas del Consejo Editorial de la Revista ConsCiencia del SILADIN,

Sistema de Laboratorios de Desarrollo e Innovacion, del Colegio de Ciencias y Humanidades,

Plantel Naucalpan

1.- La Revista CoNsCIENCIA del SILADIN es
una publicacién plural e interdisciplinaria, que
pertenece al Colegio de Ciencias y Humanidades
Plantel Naucalpan. El objetivo es divulgar los
avances y resultados de las investigaciones de
laboratorio o de campo, asi como experiencias
didacticas en las ciencias experimentales. El
publico al que se dirige esta revista comprende
principalmente a los profesores y alumnos
del bachillerato universitario, ademas de
aquellos interesados en conocer los estudios
de iniciacidon a las ciencias experimentales, a
nivel bachillerato.

2.- Las colaboraciones pueden ser:

* Investigaciones experimentales y/o de
campo: Articulos académicos que muestren
los avances o resultados de investigaciones
inéditas.

e Experiencias didacticas. Articulos
académicos que muestren los resultados
significativos de experiencias didacticas
aplicadas alos aprendizajes de las Ciencias
Experimentales.

3.- Las colaboraciones deberan tener una
redaccion clara, rigor metodoldgico y calidad
académica.

4.- Los articulos deberan incluir la siguiente

informacioén:

* Nombre del autor o autores (sin
abreviaturas)

e Correo electronico del autor principal

e Institucién en la que colabora cada uno

e Semblanza curricular breve de cada uno
o del autor principal (no mas de 5 lineas)

5.- Las colaboraciones deberan ser inéditas,
no estar sometida a dictamen de manera
simultanea en otros medios; por lo que, en
caso de aprobarse el texto para su publicacion,
el autor cedera automaticamente los derechos
patrimoniales sobre su trabajo y autorizara de
esta manera su difusién impresa y electrénica.

6.- La publicacion del articulo dependera de
los dictdmenes confidenciales realizados por
especialistas anénimos (pares académicos) y
se dard a conocer el resultado a los autores en
un plazo no mayor a 6 meses.

7.- Para mayor informaciéon sobre los
lineamientos acerca de la redaccion del articulo,
entrega o envio, dirigirse a la Secretaria Técnica
del SILADIN, 22 piso, en el Colegio de Ciencias
y Humanidades Plantel Naucalpan o bien al
correo electrénico .

El articulo debera tener rigor metodolégico,
calidad académica, con una redaccién clara.
Una extension de entre 6 y 8 cuartillas, incluidas
imagenes, cuadros o graficas, escritas en fuente
Arial 12, a espacio sencillo.

Titulo
Corto e informativo, expresado en un maximo

de 15 palabras, que describan el contenido del
articulo en forma clara y concisa.



Autores

Anotar a los autores segun el orden de
importancia de su contribuciéon material y
significativa a la investigacion, Institucion en
la que colabora cada uno y correo electrdénico
del autor principal.

Resumen

Estructurado, que identifique de forma rapida
y exacta el contenido basico del articulo,
indicar los objetivos de la investigacidn, los
procedimientos basicos, los resultados y las
conclusiones. Enlistar 5 palabras clave como
maximo.

Introduccion

Contendra los antecedentes principales. Debera
explicar los objetivos y el problema de la
investigacion.

Metodologia

Debera presentarse de manera sencilla, clara
y precisa, describird los procedimientos
para que puedan ser reproducidos por otros
investigadores. Dara referencia y explicara
brevemente los métodos nuevos o modificados
manifestando las razones por las cuales se
usaron.

Resultados

Deberan limitarse a los datos obtenidos
y presentarse en una secuencia légica, de
forma clara los datos o resultados del estudio
realizado.

Analisis de resultados o discusion

Eslainterpretacion de los resultados, relaciona
las observaciones con otros estudios, sus
limitaciones y las implicaciones.

Conclusiones

Exponer en forma clara, concisa y logica el
aporte que el autor hace, respondiendo a los
objetivos de la investigacién planteada en la
introduccidn.

Agradecimientos

Opcional. Solo los estrictamente necesarios.
Bibliografia

Presentar, en orden alfabético, las fuentes
utilizadas para la redaccion del articulo,
independientemente de su soporte (bibliografia,
hemerografia o ciberografia). Utilizar el formato
APA.

Figuras

Podra incluir, a lo largo del texto y de manera

organizada, las fotografias, esquemas, graficos,
diagramas o tablas.
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