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El presente documento consiste en un Trabajo de Grado para optar al Titulo de Licenciado
en Biologia, donde se describe la construccién de un ensayo experimental en el que se
recurri6 a la medicion del crecimiento y produccion enzimatica del microhongo
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describiéndolos en detalle para hacerlos més accesibles a las condiciones promedio de las
distintas Instituciones Educativas donde podrian ejercer los futuros Licenciados teniendo
en cuenta una vision holistica de la ciencia.
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. 4 Contenids

Este Trabajo de Grado se enfatiza en el andlisis de la construccion de un Ensayo
Experimental como potenciador en el proceso de ensefianza del manejo de variables en
estudios cientificos, teniendo en cuenta que de esta manera se puede hacer una importante
integracion interdisciplinar para proporcionar una vision mas completa y holistica del
mundo Yy las problematicas que se estudian, fomentando en los Maestros en Formacién la
motivacion por el proceso de ensefianza, reconociendo al Licenciado en Biologia como un
ente con conocimientos complejos capaz de hacerlos cercanos a sus estudiantes a través
de la innovacion y la didactica propia de las ciencias experimentales.

En ese orden de ideas, el documento se organiza partiendo de la Introduccién, donde se
hace mencién grosso modo de lo que tratard todo el trabajo realizado, seguida de la
Definicion del Problema, en la que se presenta, se describe y se formula la problematica,
acompafiandola de 19 Antecedentes que se ajustan desde los distintos ambitos explorados
en el Proyecto; méas adelante se muestra la Justificacion, mencionando la importancia y
pertinencia del mismo; completando esta seccién con los Objetivos que se buscé alcanzar
al finalizar el proceso.

Xi



La revision para el Marco Teorico se llevo a cabo de manera detallada dividiendo este en
cinco principales aspectos: Pedagdgico, Bioquimico, Biol6gico, Biotecnoldgico vy
Didactico. De tal modo que se evidencie un seguimiento ordenado del conocimiento
requerido para el éxito de la aplicacion del Trabajo de Grado, visibilizando parrafo a
parrafo los autores que se consultaron y enriqueciendo el texto con figuras y tablas
extraidas, adaptadas o basadas en textos de orden académico.

En el capitulo de Metodologia se describen algunos Métodos generalmente usados para la
medicion del crecimiento de microorganismo, momento en el cual se exploran las razones
para escoger los que se utilizaron, esto junto con el siguiente apartado donde se describe
paso a paso la parte Procedimental, tanto desde lo bioldgico como lo pedagdgico, a fin de
que el lector encuentre en ello un protocolo y una descripcion en detalle de cémo y por
qué se desarrollo de determinada manera cada etapa. Asimismo, se incluyen el
Planteamiento de la Hipdtesis, Muestra, Instrumentos, Poblacion, Variables e Indicadores,
junto con la descripcion del Estudio Piloto, donde se prob6 que todo lo que se proponia
alcanzar era viable, y el Tipo de Estudio, explicitando la metodologia, el enfoque v el
paradigma en los cuales se fundamento el documento.

Finalmente, se presentan los Resultados y Discusion donde de evidencian en tablas o
matrices los datos registrados y se especula, con base en los conocimientos adquiridos a
lo largo de la Carrera, las razones del porqué de estos. Posteriormente se encuentran las
Conclusiones y Recomendaciones a las que se llegan una vez terminado este recorrido de
aprendizaje y ensefianza. Al concluir el documento se encuentran la Bibliografia completa
y los 3 Anexos con lo que se brinda una visién absoluta de todo lo desarrollado.

. 5 Metdolgia |

Las bases metodolodgicas investigativas en las que se fundamenta el presente Trabajo de
Grado se adscriben al Paradigma Interpretativo, en el que se reconoce la relevancia de la
actividad comprensiva de la realidad; un Enfoque Mixto, donde se resaltan tanto los
resultados cualitativos como los cuantitativos; esto a través de la metodologia de Estudios
de Caso usando como estrategia de apropiacion conceptual a la Experimentacion.

De este modo, se escogio la muestra del hongo Penicillium sp por su facil adquisicion en
el Cepario del Departamento de Biologia, siendo este un organismo seguro para trabajar,
tanto con estudiantes universitarios como con escolares. La Poblacion fue el cuerpo
estudiantil del Eje Curricular Diversidad 2018-1 que cursan actualmente el componente de
Quimica Analitica; esta decision se tomd gracias a la disponibilidad del Profesor, (siendo
director de este trabajo, la importancia de complementar conocimientos que, debido a
dinamicas internas de la Universidad, se vieron dificultados durante el semestre
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inmediatamente anterior y la relevancia de que los futuros licenciados integren el
conocimiento de distintas areas a fin de que sean excelentes profesionales de la educacion.

Dentro del ambito procedimental, se elaboraron 45 medios de cultivo adicionando 5
monosacaridos diferentes y variando el pH hacia la acidez y la basicidad. Una vez
comprobado que era viable el crecimiento en tales condiciones. Posteriormente, se
elaboraron 9 mas adicionados con Glucosa a 3 pH, también como parte del Estudio Piloto,
para confirmar que fuese posible hacer un conteo y evidenciar una diferenciacion. Asi pues
se elaboraron 54 medios en PDA para el estudio principal, usando los 5 azucares simples,
3 pH y una muestra control, todos por triplicado. Debido a que en este Ensayo no fue
posible cuantificar la produccion enzimatica, se requirieron otros 54 medios, esta vez en
medio liquido con Extracto de Malta, con las mismas variaciones para obtener resultados
en esa parte del proceso. De igual forma, se elaboraron 18 medios extra usando Glucosa,
Xilosa y Fructosa a 3 pH, para utilizarlos durante la Intervencién Pedagdgica con los
futuros licenciados. De este modo, para la elaboracién final de este documento, se
requirieron 180 medios de cultivo; sin contar 12 mas que fueron preparados por algunos
estudiantes con la guia de los Maestros Encargados.

De tal modo, se hicieron 5 mediciones mediante el conteo de UFC y el Area de Dispersion,
con el fin de obtener una curva de crecimiento; y mediante el peso de la Biomasa se obtuvo
un dato definitivo final. La produccion enzimatica fue medida a través del
espectrofotometro al tener en cuenta la degradacion de celulosa en unidades de glucosa y
reaccionando esta con el reactivo O-Toluidina, de tal forma que se registraron los datos de
Transmitancia arrojaron por el dispositivo.

Por cuanto se refiere al ambito pedagogico, se realizaron dos intervenciones durante las
cuales se tomaron ideas previas, se elaboraron modelos, se impartié una clase catedratica
conceptual y se llevd a cabo un laboratorio con los Maestros en Formacion. Con eso en
mente, los Instrumentos investigativos utilizados fueron una Guia de Actividades y una
Guia de Laboratorio, asi como tablas, graficas y matrices para el registro de datos y la
presentacion de resultados.

Asi pues, gracias a las respuestas dadas en clase, las estructuras realizadas por los
estudiantes, la argumentacion, la resolucién de los Casos Problema, tanto como por los
Informes de Laboratorio, fue posible obtener los datos que aportaban al presente
documento, cuantificando el porcentaje que alcanzaba una construccién de conocimientos
a través de la Experimentacion.
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. & Concusions

A través de esta investigacion se concluy6 que la Experimentacion presenta un gran
potencial en la ensefianza del manejo de variables debido a que facilité el desarrollo de
una actitud investigativa y problematizadora permitiendo la inferencia de hipotesis
posteriormente comprobables en laboratorio.

El ensayo experimental y su implementacion como medio didactico otorgaron evidencias
de ser utiles en tanto permitieron la configuracion de un saber méas profundo en la
ensefianza de la biotecnologia y sus problematicas tanto procedimentales como
conceptuales, a la vez que resultan bastante eficientes en términos de afianzamiento de los
aprendizajes convirtiéndolos en significativos.

Los distintos métodos utilizados para las mediciones presentan diferentes ventajas y
desventajas a la hora del registro de datos. De este modo, el conteo por UFC resulta util
para grados de esporulacion; el Area de Dispersion es ventajoso si se desea estudiar el
incremento de una colonia en particular; y el peso por Biomasa otorga una cuantificacion
mas exacta del crecimiento total de un microhongo. Del mismo modo, teniendo en cuenta
la Transmitancia registrada, podria deducirse que, gracias a un registro de datos promedio,
la Arabinosa en medio bésico podria beneficiar la produccién de enzima celulolitica. No
obstante, esto esta sujeto a interpretaciones, efectividad en los compuestos, instrumentos
y métodos utilizados.

Desde una vision pedagodgica y didactica, es importante evaluar los recursos con que
cuenta cada institucién educativa para de esta manera poder modificar los protocolos
existentes, haciendo mas facil llevar las préacticas de laboratorio al ambito escolar,
acercando de esta manera a los estudiantes a una serie de conocimientos en los que el
maestro actle como tal a la hora de ensefiar y no sélo transmitir saberes.

Elaborado por Nieto Duarte, Diego Francisco; Bernal Bernal, Jorge Luis.
Revisado por Cadavid Marin, Gabriel Hernando

Fecha de la elaboracién del

07 05 2018
Resumen
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INTRODUCCION

La ensefianza de la Biologia se ha visto en muchos casos reducida a practicas rudimentarias
fundamentadas en marcos pedagdgicos de orden transmisivo, los cuales dificultan en los
estudiantes tanto el desarrollo de un pensamiento critico, el interés hacia la ciencia y el
conocimiento cientifico como la conceptualizacion solida y significativa de lo ensefiado. Esto
siendo evidente en la manera parcializada y dividida en que se tiende a ver el mundo de lo
vivo, dejando de lado la integracion interdisciplinaria. Por tanto, la formacion de profesores
ha de estar planeada desde una perspectiva que fomente la implementacion de diferentes
estrategias basadas en la didactica de las ciencias experimentales, para identificar las
dificultades que se presentan en el proceso de aprendizaje.

Es por ello que se hace necesario innovar propuestas con las cuales, partiendo de la resolucion
de problemas y el reconocimiento de las necesidades e intereses en cuanto a la naturaleza
mediante el desarrollo de proyectos practicos, se genere en el estudiantado el conocimiento
cientifico a través del descubrimiento y el fortalecimiento de sus habilidades investigativas
(Valbuena, 2017). En consecuencia, este proyecto se fundamenta en la realizacion de un
ensayo experimental, en el que analiza la incidencia que la variacion del pH y la presencia
de distintos monosacaridos en el medio de cultivo representan en el crecimiento y produccion
de la enzima celulolitica celulasa del hongo Penicillium sp., como excusa para la Ensefianza
de la Biotecnologia en estudiantes del Departamento de Biologia de la Universidad
Pedagdgica Nacional.

En este sentido, el presente trabajo de grado presenta una intervencion principalmente desde
cuatro ambitos relacionados entre si: el biotecnoldgico, el disciplinar bioldgico y bioquimico,
el pedagdgico y el didactico. De este modo, para el desarrollo del estudio realizado en el
laboratorio, por parte tanto de los autores como de los Maestros en Formacion a quienes va
dirigido, se requiere de la integracién de conocimientos provenientes de distintas areas como
lo son las Matematicas, la Estadistica, la Quimica Orgénica, la Bioquimica, la Biologia, entre
otros; con lo cual se busca fomentar el pensamiento cientifico, la problematizacion en cuanto
a la ensefianza, la inclusion de précticas de laboratorio, el manejo de variables y las
habilidades investigativas. Esto con el fin de comprender el quehacer del profesor como un
profesional habituado a cuestionarse sobre su practica, con autonomia para aprender de ella,
reflexionando acerca de la manera en que aprenden sus estudiantes al reconocer los recursos,
instrumentos y estrategias para organizar el contenido, capaz de analizar criticamente este
conjunto de factores a fin de introducir las modificaciones pertinentes (Delgado & Garcia,
1997).



Siendo asi, se realizd la gestion y la reflexion en cuanto a las posibilidades a las cuales se
podria recurrir, tanto dentro de las instalaciones de la Universidad como a las que tendrian
acceso los futuros licenciados al estar ejerciendo en las distintas instituciones educativas. En
consecuencia, se optd por elegir un estudio que no requiriera de grandes o muy especificas
instalaciones, aunque si del conocimiento y razonamiento cientifico y pedagogico, de manera
que pudiese ser replicado o complementado en la préctica profesional de los Maestros en
Formacidn; asi que se escogio registrar el crecimiento del microhongo por su disponibilidad
en el cepario de Microbiologia del Departamento, al que los estudiantes tienen acceso. Esto
teniendo en cuenta que el acto de ensefiar implica mas que el s6lo hecho de transmitir
contenidos; este debe posibilitar en el educando las posibilidades, los medios, los recursos y
la orientacion para optimizar la comprensién de los procesos y conceptos, de modo que sea
capaz de dar explicaciones a las distintas problematicas que detecta durante el desarrollo del
trabajo académico (Valbuena, 2017).

Bajo esta ldgica, la elaboracion de este Proyecto de Grado estuvo fundamentada en el
Constructivismo Social, con bases metodoldgicas investigativas que se adscriben al
Paradigma Interpretativo, en el que se reconoce la relevancia de la actividad comprensiva de
la realidad; un Enfoque Mixto, donde se resaltan tanto los resultados cualitativos como los
cuantitativos; esto a través de la metodologia de Estudios de Caso usando como estrategia de
apropiacion conceptual a la Experimentacion.

Asi pues, se destaca el objetivo del documento en cuanto a llegar a la construccién de un
Ensayo Experimental como potenciador en el proceso de ensefianza interdisciplinar del
manejo de variables en estudios cientificos, teniendo en cuenta que de esta manera se puede
hacer una integracion interdisciplinar para proporcionar una visién mas completa y holistica
académica a partir de las problematicas que se estudian, fomentando en los Maestros en
Formacion la motivacion por el proceso de ensefianza, reconociendo al Licenciado en
Biologia como un ente con conocimientos complejos capaz de hacerlos cercanos a sus
estudiantes a través de la innovacién y la didactica propia de las ciencias experimentales.



1. DEFINICION DEL PROBLEMA

En consonancia con el programa de Licenciatura en Biologia, y partiendo de las dindmicas
de integracion disciplinar que se realizan en el DBI, la siguiente Propuesta de Grado
fundamenta su problema central desde varias esferas (Experimental Bioldgica,
Biotecnoldgica, Pedagogica y Didactica, Interdisciplinar y Bioquimica) transversales a la
formacion de un Licenciado en Biologia. Cada una de estas constituye un pilar fundamental
en la configuracion del ser y el quehacer del Maestro en Ciencias Biologicas; a continuacion,
se procedera a formular y delimitar estos ambitos de analisis que se tomaron en cuenta y se
consideraron pertinentes para desarrollar el presente trabajo.

1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

Los Licenciados en Biologia requieren en su formacion, el desarrollo integral de sus
habilidades tanto cognoscitivas, como procedimentales y actitudinales; en este programa de
formacion se ha venido constituyendo un paradigma sistémico, donde cada una de las
asignaturas vistas aporta a la formacion del maestro en su totalidad. No obstante, y después
de una revision documental de informes entregados y charlas con el maestro del componente
de Quimica Analitica, se advirtio, por medio del uso de la guia didactica, que los alumnos
tenian ciertas dificultades a la hora de manejar variables dependientes e independientes,
entender de manera general los procesos metabolicos de los glacidos, elaborar
procedimentalmente proyectos de crecimiento y desarrollo y, finalmente, aplicar
conocimientos de estadistica, matematicas, fisica y quimica a problematicas bioldgicas.

Anudado con lo anterior, en la construccion de un saber pedagdgico y didactico en Biologia,
es pertinente el conocimiento de medios que permitan la ensefianza de esta ciencia; asi pues,
y en virtud de lo encontrado previamente, en relacion a los estudiantes de Tercer Semestre
2018-1, se caracteriza una falencia en términos de integrar una situacion u objeto bioldgico
con su posibilidad para ser ensefiado, lo cual resulta preocupante si se tiene en cuenta que un
maestro es un ente activo en la constitucion y transformacién del saber cientifico al saber
escolar. De igual importancia el hecho de como estos alumnos entienden la creacion de un
proyecto bioldgico y su desarrollo en el tiempo, dependiente de ciertos factores, debido a que
segun lo observado y sistematizado, la poblacion general considera indistinto las variables
de estudio, con el objeto a estudiar, situacion que genera un desarrollo poco efectivo y un
contraste de la realidad con el experimento bastante sesgado y estéril en reflexiones. Por lo
tanto, concorde a lo que sefiala Golombek (2008), se reconoce la importancia del laboratorio
en la ensefianza de las ciencias experimentales, donde se requiere de un enfoque
metodologica cuyo eje central se base en la pregunta, fundamental en la didactica bioldgica.

1.2. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Habiendo realizado esta observacion y planteamiento general del problema se procedera a
describir especificamente las esferas de inquietud y cuestionamiento que dan pie a la
realizacion de esta investigacién. La anterior informacion permitié darse cuenta de que el uso
de métodos cientificos experimentales estaba siendo muy poco potenciado, lo cual generaba
gue no se pudiesen relacionar activamente los estudiantes con el concepto de hipétesis y



plantear modelos de explicacion acerca de efectos directos que existen entre un entorno
cambiante y el desarrollo de un microorganismo. Igualmente, se detectaron falencias a la
hora de realizar la siembra y cultivo del hongo Penicillium sp, organismo por demas bastante
conveniente para la ensefianza de diversas tematicas bioldgicas gracias a su no patogenicidad
y facil crecimiento; sin embargo, a los estudiantes se les dificulta su manejo y sembrado, lo
cual quedd demostrado en las sucedaneas practicas de laboratorio; de la misma manera,
desconocen su potencialidad en el mundo de la experimentacion llevada a la escuela.

Continuando con lo anterior, y en lo que remite a la esfera bioquimica, los estudiantes
desconocen en su mayoria como funciona el metabolismo de glucidos, por ejemplo, en un
microorganismo como el Penicillium sp, ignorando igualmente la manera en que los adquiere
y como los procesa; por lo cual se genera un vacio conceptual a la hora de entender el efecto
de su variacion en el crecimiento de este organismo. Es asi como, en consonancia con el
anterior ambito, en la esfera biotecnologica también se les dificulta comprender la produccion
y utilidad de las enzimas como la catalasa, primordiales en los micromicetes y que tiene
varios usos didacticos en la ensefianza de procesos fisico-quimicos en Biologia.

Finalmente, en las dos siguientes esferas, la interdisciplinar y la bioldgica, teniendo en cuenta
que comprender una materia no solo se limita a conocer los temas, sino que se han de entender
los problemas que los originaron y la manera como se relacionan con otros aspectos de la
vida (Golombek, 2008), se detectaron bastantes falencias en su aproximacién por parte de
estos alumnos, debido a que, desde el primer ambito, los estudiantes demostraron cierta
dificultad al integrar la estadistica y la fisicoquimica al entendimiento y formulacion de
experimentos relacionados con el crecimiento del Penicillium sp, lo que se demostro6 en el
uso y organizacion de los datos hallados en el ensayo propuesto por los maestros. No menos
importante, en la esfera bioldgica, muchos de ellos ignoraban las bases del desarrollo del
micromiceto, esto impidiendo que se propusieran modelos especulativos a priori a la
experimentacion, elemento clave del método experimental cientifico.

Asi pues, posterior a esta observacién, se analiz6 y reflexion6 acerca del papel de la
experimentacién como facilitador y medio didactico a la hora de potencializar aquellos
ambitos antes mencionados, donde los estudiantes de Tercero no poseen un desempefio
correspondiente con el de un futuro Licenciado en Biologia. Asimismo, a los alumnos se les
dificulta la realizacion de una préctica de laboratorio que incluyera la variacion del medio de
crecimiento de un microorganismo, es por esta problematica que se formula la siguiente
pregunta problema.

¢Como la construccion de un Ensayo Experimental basado en la incidencia de distintos
monosacaridos y la variacion del pH en el crecimiento, desarrollo y produccion de la enzima
celulolitica celulasa en el hongo Penicillium sp fortalece la ensefianza interdisciplinar a partir
del manejo de variables en estudios biologicos de laboratorio?



1.3. ANTECEDENTES
1.3.1 ANTECEDENTES DISCIPLINARES

Con relacion al desarrollo de la presente propuesta investigativa se han llevado a cabo
numerosos estudios desde distintos campos del saber, respecto al crecimiento, variacion de
pH o produccidon de enzimas, por lo cual las contribuciones que se han consultado resultaron
enriquecedoras gracias a la variedad de origenes de los autores de estos aportes, los cuales se
presentaran en orden cronoldgico, esto Gnicamente por la facilidad que ello representa para
la lectura y no por un pensamiento lineal de los avances cientificos.

En ese orden de ideas, Chaparro y Rosas (2006) realizaron un estudio en el que buscaban
conocer la actividad enzimética de hongos de la pudricién blanca de los phyla Ascomycota
y Basidiomycota, recolectados en troncos caidos con distinto grado de descomposicién, y la
relacion de estos con el estado de desintegracion de los restos de arboles colonizados. Asi,
mantuvieron los organismos en medio de cultivo agar extracto de malta a una temperatura
media de 25°C durante 8 dias. Al obtener principalmente dos enzimas, a saber, lacasa y
celobiosa deshidrogenasa, se llevaron a cabo pruebas cualitativas tomando un disco de 0,25
cm de radio de agar con el ejemplar seleccionado sembrandolo en medio agar extracto de
salvado de trigo modificado en el que evaluaron 8 veces de caracter diario la accién de las
enzimas mediante la medicién del didmetro del halo que presentaba cambio de color en el
medio.

Asi, en los resultados se encontrd que existe una correlacion positiva ente la actividad de la
celobiosa deshidrogenasa y el estado de descomposicidn de los troncos; a su vez, se hall6
una idéntica afinidad al darse que la accién enzimatica de esta aumenta proporcionalmente
con la presencia de la lacasa y viceversa, asimismo como se incrementaba el grado de
descomposicion de los troncos en que se hallaban los hongos productores de las mismas.

Por otra parte, Cao, Li, Wan, Liu, Wang, Qiao, Wang, Bulmer y Calderone (2007),
interesados en la cepa de Penicillium marneffei por cuanto es un hongo endémico del Sudeste
de Asia y China que presenta cierto grado de dimorfismo dependiente de la temperatura y
que causa penicilliosis, llevaron a cabo una investigacion en la que su experimento se
enfocaba en los efectos que la temperatura, el pH y la salinidad tienen en ambas fases de este
organismo. Esto al tener en cuenta el poco estudio existente en cuanto a los factores fisicos
y quimicos que tienen impacto ya sea en el cambio dimoérfico o el crecimiento monomorfico
del microhongo, ademas de que la historia natural de la enfermedad no esta clara.

Por consiguiente, compararon 11 aislamientos de P. marneffei y encontraron que podia crecer
dentro de un amplio rango de temperatura (8.0°C - 39.8°C), pero su crecimiento se veia
draméaticamente inhibido al alcanzar los 40°C. A la vez, hallaron que el hongo crecia mejor
en un pH ligeramente &cido (5 y 6) y neutro que en condiciones de mayor alcalinidad.
Asimismo, observaron una sensibilidad similar a altas concentraciones de Cloruro de Sodio
(NaCl) y Cloruro de Calcio (CaCl2) pues en general se evidenciaba una menor afinidad hacia
ambos compuestos.



Con este estudio se obtiene un aporte significativo por cuanto reafirma la posibilidad de
estudiar la variable de la acidez y basicidad del medio al que estan expuestos los cultivos que
se estan utilizando actualmente para el presente trabajo de grado; a la vez, aporta un rango
de temperatura al cual se pueden mantener los ejemplares con el fin de que sobrevivan y se
reproduzcan con una relativa facilidad.

Posteriormente, Cruz, Castellanos y Argtello (2009), llevaron a cabo una investigacion en la
que, a partir de dos compost provenientes de residuos agricolas, aislaron microorganismos
capaces de degradar xilano y celulosa, a los que se les evalud la actividad enzimatica en
medios sélidos con estos compuestos. Seleccionaron los mejores productores de enzimas y
se les cuantificd las proteinas extracelulares, biomasa y actividad degradadora. De este modo,
obtuvieron resultados que indicaban que existian 46 microorganismos con potencial para
degradar xilano y 5 para celulosa de donde se escogieron seis del primero y los cinco del
segundo para evaluarlos. En este estudio se consiguieron resultados que indicaban que los
hongos Aspergillus y Penicillium, junto con el actinomiceto Streptomyces son promisorios
para degradar xilano, mientras que evidenciaron una accién celulolitica mas significativa en
Aspergillus y Streptomyces.

Asimismo, Rodriguez, Soria, Barnes, Ordofiez y Salazar (2012), con el objetivo de evaluar
las capacidades enziméticas de degradacion celul6sica, recolectaron muestras de hongos en
las estribaciones orientales y occidentales de Ecuador en las provincias de Pichincha,
Sucumbios, Orellana y Santo Domingo de los Tséchilas. Estos ejemplares fueron aislados de
manera aséptica y cultivados para su multiplicacion en Agar Papa Dextrosa [PDA], (sustrato
utilizado en el presente estudio), o bien en Agar Malta [MA] conteniendo estreptomicina al
0,1% como antibacteriano. Se identificaron molecularmente mediante la extraccion de ADN
ribosomal del micelio con base en la secuencia de la regién ITS1 e ITS2 siguiendo un
protocolo de extraccion con Tiocianato de Guanidina.

De esta manera, cada cepa aislada y catalogada fue sembrada en el centro de cada una de 3
cajas de Petri conteniendo 20 ml de Agar Carboximetilcelulosa (CMC) al 1% para calcular
su actividad enzimatica. Se mantuvieron a una temperatura de 30°C durante 7 y 14 dias,
tiempo durante el cual se monitoreo el diametro de los halos de hidrolisis, entre los que se
encontraba una cepa del género Penicillium. No obstante, la mayor accién celulasica se hall6
en los géneros Neonothopanus, Pestalotiopsis y Gymnopilus.

Subsiguientemente, Paez (2014) llevo a cabo un bioensayo en las instalaciones del
Departamento de Biologia de la Universidad Pedagdgica Nacional en el cual escogio 11
especies del cepario del Laboratorio de Biotecnologia que sembré en Agar Extracto de Malta
con Celulosa Microcristalina (MCC) con el objetivo de identificar el potencial
biotecnologico de microhongos productores de celulasas. Como parte de la metodologia de
este ensayo experimental se mantuvieron las condiciones de temperatura 20°C durante 15
dias; transcurrido este lapso afiadié 10 gotas de Rojo Congo al 1% sobre el cultivo por un
periodo de 15 minutos agitando suavemente para posteriormente agregar una solucién de
Hidroxido de Sodio (NaOH) con una concentracion del 1%, gracias a esto debe notarse un
cambio de coloracion en el medio evidenciando la actividad celulolitica.



A su vez, realiz6 bioprocesos a pequefia escala y determiné la biomasa fangica a través de
filtracion al vacio por peso seco, asi como también precipitd las enzimas y llevé a cabo la
prueba de azUcares reductores. A partir de ello, estipuld que la cepa de Cladosporium
cladosporioides es la mas representativa en la produccion de celulasas teniendo como
sustrato MCC; no obstante, las especies Aspergillus fumigatus, Drechslera pyrenophora,
Penicillium aurantiogriseum, Penicillium griseofulvum y Trichoderma harzianum fueron
consideradas como ejemplares con actividad celulolitica extracelular representativa.

Al mismo tiempo, Gémez y Cubillos (2014) desarrollaban un estudio similar por cuanto el
trabajo se enfoco en la biodegradacion de residuos organicos mediante el uso de amilasas
producidas por microhongos seleccionados, al igual que Paez, del Cepario del DBI de la sede
Principal en Bogoté de la Universidad Pedagdgica Nacional. Para esto, desarrollaron una
serie de bioensayos donde compararon con un grupo control para determinar qué cepa
presenta un mayor rendimiento a la hora de degradar el almidén, como una analogia a
pequefia escala de un bioproceso a nivel industrial. Dentro de los resultados obtenidos se
estableci6 que el microhongo con mayor eficiencia enzimética en la degradacion del almidéon
presente en la cascara de papa fue el Aspergillus fumigatus.

En suma, estos dos antecedentes institucionales han hecho aportes al establecimiento y
desarrollo del aspecto disciplinar y procedimental del presente ensayo experimental por
cuanto presentan un acercamiento claro a la metodologia que resulta util en el proceso para
la medicion e identificacion de microhongos y algunas de las enzimas que estos producen. A
la vez, planta unas bases sobre las cuales continuar investigaciones pasadas al interior del
mismo Departamento, lo que conlleva una profundizacién y complementariedad de los
estudios que se desarrollan al interior de la Universidad Pedagdgica Nacional aportando a la
fundamentacion y exploracion del conocimiento cientifico al tiempo que se interesa por la
formacion de los futuros educadores y la forma de concebir y llevar a cabo la préctica
educativa.

Por su parte, Lopez, Luna, Buenrostro, Hernandez, Huerta, Escalona, Aguilar y Prado (2016)
empleando el ascomiceto Yarrowia lipolytica buscaron determinar la incidencia que la
temperatura, el pH y la fuente de proteina y glucidos tienen en su produccion de proteasas en
un medio de cultivo solido. Para tal efecto, evaluaron la consecuencia del uso de harina de
soya y harina de pescado como fuente de glicidos y proteinas a tres distintos niveles de pH,
a saber 5, 7y 9, a la vez que recurrieron a tres variaciones de la temperatura, siendo 40°C,
45°C y 50°C. Mediante el uso de célculos estadisticos determinaron la fuente de sustrato y
las condiciones Optimas para obtener la maxima produccién enzimatica en distintos lapsos.

Gracias a ello establecieron que el pH del medio afecta tanto el crecimiento como el
metabolismo microbiano para producir enzimas, de la misma manera que interviene en la
actividad y estabilidad de estas. Asi, la maxima actividad enzimatica (105 Ul/mL) se obtuvo
utilizando harina de soya a un pH neutro (7) con una temperatura de 45°C a las 24 horas de
iniciado el cultivo. Igualmente evidenciaron una reduccion del 73% del tiempo requerido en
comparacion con lo previamente reportado. Este estudio tiene un gran parecido con el
descrito en el presente documento puesto que requirio de un gran namero de pruebas, (90 por
cada sustrato), y demuestra la posibilidad de un amplio margen en el manejo de variables
independientes (pH, temperatura, sustrato) y dependientes (produccién enzimatica) en un



mismo estudio aportando una visién mas completa que tienen en cuenta la complejidad de
los sistemas bioldgicos y la rigurosidad de un estudio cientifico.

Posteriormente, Barbosa, Castro, do Val de Assis y Lopes (2016) aprovecharon residuos de
cultivos de soya como medio para el manejo y crecimiento de ejemplares de Penicillium spp.
Con el fin de cuantificar su produccion de celulasa, proteasa y amilasa durante 4 dias en
diferentes condiciones de pH (5 y 6), temperatura (30°C y 35°C) y concentraciones de
sustrato (70% y 90% p/v). A partir de esto se determind que la méxima actividad obtenida
para o-amilasa, -amilasa, proteasa y carboximetilcelulasa (CMCasa) con unos valores
registrados de 0,2; 0,13; 0,65 y 147 U.mg?, respectivamente. Las condiciones de
fermentacion influian en la actividad enzimatica siendo, segun las autoras, la concentracion
del sustrato la variable mas significativa del proceso.

Del mismo modo, el tiempo tuvo efecto Unicamente en la actividad de la CMCasa y la B-
amilasa al documentarse los valores mas bajos para estas enzimas entre el periodo de 24 a 48
horas de cultivo, respectivamente. A raiz de esto se concluyd que la cepa de Penicillium spp.
LEMI A8221 (originaria de la coleccion de cultivos bacterianos del Laboratorio de
Enzimologia y Microbiologia Industrial, de la Universidad Federal de Bahia) podria ser
considerada como un promisorio agente bioldgico con aplicacién industrial, y el residuo de
soya fue presentado como una fuente alternativa de carbono en un cultivo sélido para la
produccion de enzimas por microorganismos.

Mas recientemente, Vieira, Mantovani, Sanzio, de Oliveira y Guarda (2017) efectuaron un
estudio experimental acerca de la produccion de celulasas por Penicillium oxalicum a través
de la fermentacion en estado solido usando diferentes sustratos agroindustriales, con el
objetivo de definir los factores que influyen en la obtencion de dichas enzimas por medio de
la accion metabdlico de este microhongo, proveniente de una cepa presente en una colonia
de hormigas cortadoras de hojas (Acromyrmex balzani) e identificada mediante el gen ITS.
Esta cepa fue elegida debido a la alta actividad celulolitica que presenta, de acuerdo con
investigaciones previas; y porque es ademas perteneciente a la coleccion de cultivo de
microorganismos Colecdo de Culturas Carlos Rosa en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental y Biotecnologia de la Universidad Federal do Tocantins.

El disefio experimental incluyo6 fermentacion en estado solido usando en un primer momento
PDA en cajas de Petri para activar el ascomiceto durante 7 dias a una temperatura de 25°C,
adicionando agua destilada para la obtencién de esporas; posteriormente se utiliz bagazo de
cafa de azlcar y sorgo lignocelulésico como sustrato. Con ello, las variables estudiadas
fueron latemperatura, la humedad, el pH, el tiempo del cultivo y la concentracion del in6culo.
En los resultados se establecid que todas las variables estudiadas influyeron en la produccion
de al menos uno de los tres tipos de celulosa analizados, con los valores mas altos siendo: la
Actividad sobre Papel de Filtro (FPase) 4,2 U.mg, la CMCasa con 9,2 U.mg* y la Avicelasa
con 8,4 U.mg. Igualmente, las mejores condiciones para la produccion de enzimas fueron
una temperatura de 40°C, humedad inicial del 60%, pH de 4 y un periodo de crecimiento de
cuatro dias.

Finalmente, Pefia, Calixto, Guillén, Sdnchez y Amaya (2017) reportan un estudio pionero en
el uso de residuos de pulpa de café para la expresion de enzimas celuloliticas y xilanoliticas



por el hongo nativo Penicillium citrinum cepa CGETCR por fermentacion en estado sélido.
Su interés subyace en la produccion mundial de café dado que el residuo es catalogado como
contaminante, si no se trata adecuadamente, debido al alto contenido de polifenoles, cafeina,
taninos y la presencia de ocratoxina A, ademas de la alta acidez, presentando un pH de 3,5.
Por tanto, se considera de importancia biotecnoldgica llevar a cabo ese estudio acerca del
aprovechamiento de dichos restos para la obtenciobn de enzimas de interés.
Asi pues, la expresion enzimética fue optimizada para estudiar el pH, humedad y tiempo de
fermentacion con la actividad endoglucanasa como variable dependiente.

De ahi que los resultados arrojaran actividad de enzimas tales como B-glucosidasas,
endoglucanasas, exoglucanasas y xilanasas; las cuales presentaron funcionalidad dentro de
un rango de acidez de entre 4 a 5,5 y de basicidad con valores oscilando de 7,5 a 8. Asimismo,
la mayor accion fue documentada con una humedad relativa con valores entre el 50% vy el
70%. Especificamente y a manera de finalizacion, la optimizacion de la fermentacion en
estado sélido usando esta cepa del hongo P. citrinum y la pulpa de café como sustrato resulto
Optima a un pH de 7,11, con una humedad del 61,79% y un periodo de incubacion de 145,51
horas.

1.3.2 ANTECEDENTES PEDAGOGICOS

De igual manera, se han revisado una serie de documentos en lo referente a la
experimentacion en la escuela como método de ensefianza a la vez que en lo que respecta a
la incursion de la biotecnologia en la educacion donde puede generar un gran impacto por
cuanto representa un significativo acercamiento al estudiantado acerca de estos avances
cientificos; al mismo tiempo que proporciona a los maestros una manera de abordar la
ensefianza de las ciencias. Por tanto, también se expondré de modo cronoldgico, teniendo en
cuenta el momento de su elaboracion por encima de la fecha de su mas reciente publicacion,
en el caso en que aplica esta divergencia.

En ese orden de ideas, se tiene en primer lugar un articulo de Granés y Caicedo (1997) en el
que analizan el trabajo realizado en un seminario de postgrado de fisica para educadores
escolares de béasica secundaria, de donde se nutre su documento al identificar dificultades de
orden epistemoldgico en cuanto a la produccién de conocimiento cientifico, reflexionando
sobre el papel desempefiado por la historia en la ensefianza de las ciencias. Asi, los autores
exponen la relevancia de la recontextualizaciébn como un situar, articular y/o insertar un
conocimiento de manera significativa en un nuevo contexto, pero estos procesos estan sujetos
al control que ejercen determinados entes 0 agentes sociales y estatales, como el Ministerio
de Educacion, en la elaboracién de textos, planes de estudio y materiales de ensefianza para
los diferentes niveles de educacion.

Por tanto, es de este modo que, al pensar en la preparacion y ejecucion del presente proyecto
de grado, se reflexiono acerca del modelo pedagdgico apropiado para los futuros educadores,
teniendo en cuenta las directrices consignadas en los estandares académicos y la importancia
del acercamiento préactico a las tematicas por parte tanto de maestros como de estudiantes;
ademas de la importancia que tienen actualmente los conocimientos biotecnolégicos y sus
aplicaciones. Esto como un modo de “recontextualizar” la ensefianza basada en textos y



alejada de la intervencion didactica del maestro como sujeto posibilitador del aprendizaje,
para asi fomentar el andlisis y construccién de conocimiento profesional en profesores de
ciencia generando un efecto en sus practicas educativas.

Por otra parte, el profesor de la Universidad Pedagogica Nacional, Edgar Valbuena (2017),
presenta las generalidades de la biotecnologia, tales como la definicion, las principales
aplicaciones y los alcances, asi como las dificultades en cuanto al deficiente desarrollo de
esta en Colombia, especialmente para la época de elaboracion y primera publicacion de su
articulo en 1998 en la Revista de la Facultad de Ciencia y Tecnologia. Su propoésito se
fundaba en la realizacion de proyectos pedagogicos con estudiantes que estén cursando los
grados de Educacion Basica y Media, con la meta de contribuir a hallar una solucién al
problema de la ensefianza de las Ciencias Naturales y el desarrollo biotecnoldgico
colombiano. Para esto, aprovechd una experiencia llevada a cabo con educandos de
bachillerato que implicaba la realizacion un trabajo concerniente a la contextualizacion y los
beneficios de esta multidisciplina, para plantear una reflexion en lo referente a los aspectos
del marco educativo.

Con esto, a partir del trabajo realizado con los estudiantes de secundaria de diferentes
instituciones educativas de Bogota, se identificaron tendencias en los escolares como la
obtencidon de habilidades en el manejo de instrumental, preparacion de soluciones y trabajo
de laboratorio atendiendo a las normas de seguridad; manifestacion de interés hacia el
conocimiento; y comprender el manejo de variables y las condiciones de un experimento en
los procesos de elaboracion de un disefio. Siendo esta Gltima una de las metas por conseguir
mediante la aplicacion de la presente propuesta al involucrar al futuro licenciado en las
practicas que, como presenta este antecedente, pueden ser llevadas al aula de clase
fomentando el acercamiento de los educandos a la ciencia.

Posteriormente, Galagovsky y Aduriz-Bravo (2001) publicaron un articulo en el que
examinan los modelos cientificos desde una perspectiva lingistica y representacional, donde
algunas estrategias didacticas son consideradas como meras simplificaciones de la ciencia
erudita detrés de ellas, llevadas de manera acritica al aula de clase, de tal manera que el
estudiantado, al carecer de la representacion mental de determinada temética, termina por
retener informacién de manera memoristica, pero falta de significado o entendimiento,
ocasionando que este saber no resulte afianzado y sea sustituido por ideas erroneas propias
de los “modelos del sentido comln”. Con esto en mente, definen el Modelo Didactico
Analogico como un dispositivo de la ciencia escolar, el cual implica conocer a profundidad
el tema a enseniar, abstraer las relaciones funcionales y conceptos nucleares para traducir todo
en una situacion clara para el alumnado.

En esa misma linea de pensamiento, este trabajo se enlaza con el presente en cuanto a que se
requiere de una serie de cambios en la ensefianza; en este caso a través de un disefio
experimental que se constituye en torno a un modelo pedagdgico constructivista, en el que el
maestro en formacion debera establecer hipotesis con base en el conocimiento de tematicas
bioquimicas, de tal modo que sea participe de su propia educacién y que, del mismo modo,
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esto se vea reflejado en su quehacer docente llevandolo a ser capaz de interpretar el
conocimiento cientifico de una manera didactica para facilitar el aprendizaje sus estudiantes.

Asimismo, Castro y Valbuena (2007) abordan dos puntos fundamentales en la ensefianza de
la ciencia bioldgica que se desprenden de las particularidades que le otorgan autonomia a
esta, siendo estos los contenidos que deberian ser ensefiados en la escuela y los métodos
pertinentes para llevarlo a cabo. A este respecto hacen una reflexion en la que reconocen que
el conocimiento bioldgico escolar no se trata simplemente de una transferencia de los
contenidos de la ldégica disciplinar cientifica, sino que surgen de la interaccion y
transformacion de la Biologia, la Didactica, el contexto y los conocimientos del educador y
su alumnado, entre otros factores. De tal manera, lo planteado por estos autores resalta este
proyecto de grado por cuanto mencionan que la experimentacion no debe limitarse a la
corrobacion de un planteamiento previamente establecido ni a replicar procedimientos
hechos por otros sin darles una significacion y mucho menos como una manera de
entretencion del estudiantado. Por el contrario, esta puede posibilitar la problematizacion y
la construccién de conocimiento pues de otro modo se convierte en una practica mecanizada
y carente de sentido.

Por otro lado, Roa, Garcia y Chavarro (2008) enfatizan la importancia de introducir la
biotecnologia como una permanente parte del curriculo en la formacion de maestros del area
bioldgica, puesto se encuentra basada en la naturaleza y en las necesidades de la sociedad en
la que se puede construir una percepcion mas cercana de lo que esta rama de la ciencia es y
asi también de sus implicaciones; pero para lograr este objetivo se requiere que la ensefianza
de la Biologia guie acerca de lo que son y representan los seres vivos tanto para el mundo
natural como para la economia, la cultura, la sociedad y la politica del mundo.

En este sentido, el profesor de Biologia ha de poseer la formacion, el conocimiento y las
competencias para la transposicion didactica del contenido cientifico a los contenidos
escolares, de tal manera que sea capaz de llevarlo al salén de clase de un modo cercano al
contexto y la realidad del estudiante. En consecuencia, contindan los autores, la educacion
biotecnoldgica debe ser un requisito tanto para el docente en ejercicio como para los futuros
maestros, siendo estos Ultimos quienes con mayor razén han de tener claridad, debido a que
la imagen de la ciencia y el significado del conocimiento recaen sobre ellos, siendo parte de
su misién traducir los adelantos en este campo del saber en estrategias didacticas y
pedagégicas que permitan que sus educandos tengan una idea cercana de la
interdisciplinariedad de la Biotecnologia, facilitando que generen sus propias conclusiones
en lo referente a los efectos en la calidad de vida y de los ecosistemas.

Considerando esto, unos afios después Roa (2011) presenta algunos aspectos en relacién a la
didactica de la biotecnologia, ante la evidencia de su crecimiento acelerado y sus variadas
aplicaciones en distintos sectores de produccion, reconociendo que la educacién en ciencias
naturales se halla relegada en cuanto a observarla como objeto de ensefianza. Por tanto,
estructura y presenta grosso modo un taller para profesores titulados y en formacion en el
area de la Biologia en el que se permita problematizar y reflexionar sobre las propias
concepciones acerca de la biotecnologia. Asi, para la intervencion planeada como parte del
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desarrollo de la presente propuesta se sigue un disefio similar, por cuanto consta,
correlativamente con lo propuesto por el autor, de una introduccién, un par de actividades
(interrogativa y puesta en comun) y una actividad de cierre (laboratorio).

De manera analoga, Occelli (2013) reconoce la manera en que se pueden observar
procedimientos y conceptos biotecnoldgicos en distintos niveles de educacion, desde la
formacion de educadores hasta los curriculos de primaria y secundaria; lo que en realidad no
responde a caprichos sino a la pertinencia de estas tematicas al tener en cuenta el modo en
que, a través de los medios, se presenta un acercamiento a los avances y desarrollos propios
de esta area. Por consiguiente, la autora comprende que algunos procesos requieren de gran
equipamiento, como de técnicas y practicas de laboratorio que podrian resultar complejas;
no obstante, con pocos elementos se pueden desarrollar experimentaciones sencillas en la
escuela. Es de este modo que se pretende, a traves de la mediacién, fomentar en los futuros
licenciados el interés por pensar nuevas estrategias de ensefianza que les permitan plantear
diferentes alternativas, teniendo en cuenta el contexto, los recursos econémicos y la
infraestructura con las que cuentan las diversas instituciones educativas, dispuestos a vincular
la asignatura con las necesidades y desafios de la sociedad actual.

Al mismo tiempo, Roa y Valbuena (2013) presentan elementos tenidos en cuenta a la hora
de incluir a la biotecnologia en el curriculo escolar respondiendo de ese modo a las exigencias
sociales; esto sin llegar a obviar que la educacion no ha de estar limitada a la formacién para
la investigacion hacia el consumismo, sino que debe propender por concebir el conocimiento
biotecnologico en lo que respecta a su naturaleza y funcion en la sociedad. Asimismo,
destacan la relevancia y pertinencia de configurar la didactica de esta disciplina y sus
implicaciones en la formacion de maestros, puesto que este discernimiento puede contribuir
a un mejoramiento en lo que se refiere a la ensefianza y el aprendizaje de la misma, al facilitar
el acercamiento de los estudiantes a lo que es la actividad cientifica.

Para concluir, Nieves y Ortiz (2015) en su trabajo de grado resaltan la investigacion escolar
como parte de la formacidn de los estudiantes argumentando que esta favorece el desarrollo
de sus capacidades de indagacion, de tal forma que ellos logren un conocimiento integral y
productivo entorno a aquello con lo que se relacionan de manera inmediata, donde se
contribuya al desarrollo social, cultural y econémico de la sociedad. A través de esto,
proponen una estrategia a partir de una secuencia didactica al considerar necesario un cambio
metodoldgico en cuanto al aprendizaje mediante la investigacion. Por consiguiente, la
presente propuesta sigue la misma linea de razonamiento por cuanto busca enlazar la
formacion de futuros maestros, desde distintos aspectos (conceptuales, metodoldgicos,
procedimentales), con su desempefio didactico a la hora de ejercer como educadores y la
manera en que esto se traducira en un mejoramiento en la manera de acercar a sus estudiantes
el conocimiento cientifico y su importancia.
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2. JUSTIFICACION

En el marco del Proyecto Curricular de la Licenciatura en Biologia (PCLB), el desarrollo
integral del maestro es el abanderado principal y eje central de la construccién del discurso,
didactico, pedagdgico y bioldgico. A partir de esta consideracion, es preciso integrar y
comprender los diversos procesos que conforman la Ensefianza de la Biologia, entre estos
se encuentra, como esfera primordial, el desarrollo y consolidacion de las habilidades
experimentales y el pensamiento cientifico de los futuros licenciados; por esta razon este
trabajo se interesa en potenciar el progreso y configuracion de los sistemas de pensamiento
inmiscuidos en la Experimentacion en Biologia en el aula, de la misma manera, facilitando
el pulimento de las destrezas de laboratorio de los Maestros en Formacion.

Siguiendo con la anterior linea argumental, es menester que los futuros Licenciados en
Biologia conozcan sélidamente los principios bioldgicos acerca del crecimiento y desarrollo
de los microorganismos y las posibles condiciones que afectan su dispersion y produccion de
metabolitos secundarios; a raiz de lo antes mencionado, este Trabajo de Grado se configura
a manera de posibilitador en la ensefianza de estos conceptos estructurantes a través de la
siembra, cultivo y observacion del desarrollo y crecimiento del hongo Penicillium sp bajo
distintos factores, tales como la variacién del pH y el tipo monosacéarido presente en el agar,
claro estd, con el constante registro y conteo propios del rigor de la disciplina bioldgica.

De igual modo, estd claro que, en la formacion de un Licenciado en Biologia, el
entendimiento y capacidad interpretativa de dinamicas biotecnoldgicas es clave para integrar
conceptos bioldgicos a la generaciéon de materias utilizables en el aula y en la industria. Asi
pues, el trabajar experimentalmente con el hongo Penicillium sp le permite al estudiante
observar y cuantificar la produccién de la enzima celulolitica celulasa, encargada de la
hidrolisis de la celulosa, proceso implicado, por ejemplo, en la fabricacion del papel y que
facilita la comprension de interacciones entre los microorganismos y su aprovechamiento en
la economia; asimismo, enriqueciendo la visidn que tiene el Maestro en Formacion acerca de
los microhongos.

Continuando con lo anterior, la esfera pedagdgica y didactica del Departamento de Biologia
exige el desarrollo de dindmicas de ensefianza innovadoras en el aula por parte de sus futuros
licenciados, lo que significa la fundamentacion de conceptos estructurantes en ideas
creativas, que permitan a los estudiantes interiorizar el conocimiento mas allad de una
memorizacion vacua. Debido a lo esto, el presente Trabajo de Grado implementa la
Experimentacion como medio didactico para la ensefianza del metabolismo de glucidos,
proceso primordial a la hora de comprender las dinamicas internas de los organismos. Esta
experimentacion escolar, permite la generacion de sistemas cognitivos complejos, donde el
Maestro en Formacion integre sus conocimientos biologicos con el manejo de variables,
pudiendo asi configurar soluciones y predicciones a una amplia gama de problemaéticas
bioldgicas, en lo que se refiere a los ensayos de laboratorio.
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En consideracion con lo anterior, y desde el ambito pedagdgico, es necesario intervenir en el
aula activamente, relacionandose con el saber desde lo cientifico, pero sin olvidar que el
estudiante posee una estructura cognitiva a priori, que debe ser valorada y aprovechada,
enriqueciéndola con la vision disciplinar bioldgica, sin dejar de lado la relacién humana y
empatica, lo cual solo es posible si el medio didactico permite una comunicacion efectiva
entre el maestro y el estudiante; esto precisamente es lo que permite la experimentacion en
el aula y lo que hace pertinente este Trabajo de Grado.

Asi pues, Séré (2002, citado en Flores, Caballero & Moreira, 2009) argumenta que durante
todo el trabajo de laboratorio ha de estar presente el conocimiento tedrico y conceptual,
encontrando su efectividad e importancia en la aplicacion del mismo, teniendo una vision en
la que la teoria se presenta para apoyar a la practica y no s6lo entender esta relacién en sentido
contrario. De otro lado, las destrezas procedimentales y metodolégicas pueden ser utilizadas
para la generacion de la autonomia en estudiantes a través de proyectos abiertos; a la vez que
desarrolla, desde el punto de vista epistemolégico, una comprension adecuada de la ciencia
en distintos contextos y desde la accion interdisciplinar. De tal modo, tales intervenciones
didacticas facilitan que el educador vislumbre las concepciones de sus estudiantes acerca del
saber cientifico llevandolos a preguntarse por el fenémeno de lo viviente.

Finalmente, el trabajar con microorganismos en laboratorio les facilita a los fututos
licenciados incorporar sus habilidades experimentales a sus conocimientos acerca de las
dindmicas de crecimiento y desarrollo de los organismos, lo que potencializa la produccion
de estudios de laboratorio que facilitaran la ensefianza de estos conceptos, es decir,
desarrollar esta experimentacion en el aula les dara herramientas a los Maestros en Formacién
para encontrar nuevas maneras de ensefiar en estas tematicas tan complejas y diversas.

14



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la construccion de un Ensayo Experimental basado en la
Incidencia de Distintos Monosacéridos y la Variacion del pH en el Crecimiento,
Desarrollo y Produccion Enzimatica de Celulasa del Hongo Penicillium sp como
potenciador de la ensefianza interdisciplinar a partir del manejo de variables en
estudios bioldgicos de laboratorio con estudiantes de Tercer Semestre del PCLB.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar un Ensayo Experimental basado en la Incidencia de Distintos
Monosacéridos y la Variacion del pH en el Crecimiento, Desarrollo y Produccion
Enzimatica de Celulasa del Hongo Penicillium sp.

Identificar las posibilidades didacticas del Ensayo Experimental y el Trabajo de
Laboratorio para la ensefianza del manejo de variables a través de su implementacion
en estudiantes de Tercer Semestre del PCLB.

Incentivar una actitud reflexiva y argumentativa por parte de los estudiantes hacia
problematicas metabolicas y sus posibilidades de ensefianza.
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4. MARCO TEORICO

4.1. MARCO PEDAGOGICO

4.1.1 GENERALIDADES DEL CONSTRUCTIVISMO SOCIAL

4.1.1.1. Fundamento Tedrico. Introductoriamente, el Constructivismo, como expone
Véazquez (2011), plantea que las practicas transmisivas en busca de la recoleccion y
almacenamiento de conocimientos no abarcan la complejidad que supone el aprendizaje,
puesto que una significativa parte de este se fundamenta en la actividad social en la que se
construye el saber a partir de la propia experiencia, adaptando la nueva informacion a
patrones cognoscitivos previamente constituidos. De esta manera, Vygotsky (como cita
Vazquez, 2011) considera que el entorno en que se interactda (entendido este desde el ambito
cultural mas que como algo puramente fisico), y la comunidad que lo compone poseen una
influencia relevante en la manera en que se aprende, afectando las interpretaciones y los
puntos de vista del sujeto; por lo que las herramientas culturales e intelectuales de las que se
dispone, o bien, de las que se ponen a disposicion del individuo, pueden ampliar las
posibilidades de reestructurar sus funciones mentales. Asi pues, conforme a la misma autora,
a través del lenguaje (crucial en el modelo constructivista), y el debate entre estudiantes del
mismo nivel cognitivo se favorece el poder de argumentacion y el aprendizaje mismo.

No obstante, cabe resaltar que este modelo ha sido influenciado de manera importante por la
corriente psicologica del cognitivismo, entre la cual se encuentran autores como Piaget; el
cual le deja por primera vez al modelo una vision del nifio, como ser que posee una realidad
propia y unos esquemas cognitivos definidos que se complejizan con la edad, es decir, en
contraposicion a Rousseau, quien lo consideraba una planta que regar o a Locke, que lo
concebia como un tabla rasa donde la experiencia se escribe. Por otro lado, se resalta que el
modelo nace principalmente de la corriente sociocultural de Lev Vygotsky, la cual a
continuacion se describird con detalle. No obstante, cabe resaltar que este nunca habl6 de
constructivismo y fue mas adelante que su teoria fue enmarcada como modelo pedagdgico
por autores como Brunner, que utilizaron las premisas de estas corrientes epistemologicas
para modelar la realidad educativa. De esta manera se puede afirmar que el constructivismo
social es un modelo ya que permite explicar la naturaleza del conocimiento por medio de
unos postulados falseables y con aplicacion en la practica educativa (Brunner, 1984).

4.1.1.2. Realidad Educativa. Se iniciara por describir la vision de conocimiento que ostenta
el constructivismo social que, en principio, se puede definir como el eje principal para
comprender una corriente epistemoldgica. EI conocimiento para el constructivismo social es
un producto que se modela dentro del aparato cognitivo del sujeto, lo que significa que la
realidad es dependiente de la configuracion que los diferentes actores en conjunto le
confieran. Como propone Ledesma (2014), en interpretacién de Vygotsky, anota que ese
modo de conferir significado a la realidad se da por medio de las herramientas
interpsicoldgicas, las que el sujeto adquiere en la interaccion dentro de un determinado
contexto; cabe resaltar que la herramienta primordial para significar la realidad es el lenguaje,
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el cual es en si mismo un universo simbdlico de sentidos y significados. Por otro lado, esas
herramientas que en principio son de caracter social y dependientes de la interaccion con los
demés sujetos, pasa a convertirse en una habilidad mental intrapsicoldgica cuando el
individuo es capaz de usarla fuera de la dictadura del aqui y ahora, es decir, ser capaz de
manejar y construir conocimientos sin la necesidad de tener los objetos en concreto. Se podria
referir a esta habilidad como la abstraccion y la captura de la esencia de situaciones y objetos
con el fin de poderlas manejar fuera de la cosa en si.

En cuanto a la mirada de los procesos de ensefianza y aprendizaje en el constructivismo,
Calero en su libro “Aprendizaje Sin Limites” (2009), lo define de la siguiente manera, el
aprendizaje es el acto social de conferir significados a un fragmento de la realidad el cual
antes era inexistente o difuso en el aparato cognitivo del sujeto estudiante. Lo anterior
significa que el aprendizaje es un proceso activo dependiente de unos esquemas de
conocimientos a priori y unas herramientas proferidas por un contexto especifico, y que tiene
como fin el desequilibrio de esos modelos capaces de explicar la realidad para ser
transformados o en su defecto sustituidos por unos mas eficaces para interpretar la realidad;
a este proceso se le denomina reequilibrio-mejorante.

La ensefianza, al igual que el aprendizaje, anota Calero (2009), es un proceso activo que se
desarrolla s6lo en un ambiente que le sea favorable tanto al maestro como al estudiante y asi
mismo insta para que se genere conflicto cognitivo en el educando; sin embargo, cabe resaltar
que el proceso de ensefianza es dependiente de la colectividad y sélo se dara si el alumno
tiene situado en su zona de desarrollo préximo este conocimiento. Por lo tanto, los niveles
escolares y sociales seran primordiales a la hora de ensefiar; es evidente que no se podra
lograr la misma profundidad y complejidad en el desarrollo de un saber con un estudiante de
clase baja, donde el vocabulario es infimo y el ambiente es arido en afecto, que con un
estudiante que vive en una familia que posee un capital cultural abundante y posibilidades de
expresion y discusion notables.

Lo anterior marca una notable diferencia entre la teoria sociocultural y el paradigma
piagetiano, puesto que para este ultimo el desarrollo lleva a cuestas al aprendizaje (etapas)
mientras que para el constructivismo social es la posibilidad y el ambiente donde se aprende
el que acarrea un determinado perfeccionamiento. En pocas palabras, un sujeto que esta
constantemente enfrentado al conflicto cognoscente y se halla en un ambiente rico en
experiencias y saberes tendra un aparato cognitivo mas complejo y robustecido; sin embargo,
no se deja de lado el desarrollo bioldgico, pero su expresion se ve limitada a las posibilidades
de la cultura, la cual se encuentra inmersa en un contexto (Ledesma, 2014).

4.1.2 ACTORES DEL FENOMENO EDUCATIVO SEGUN ESTE MODELO

4.1.2.1. Maestro. En este modelo el maestro, a diferencia de lo que se cree, desempefia un
papel primordial debido a que de este depende, en gran medida, la construccion de los
conocimientos que haga el estudiante; por lo tanto, y como se refiere a el la autora
latinoamericana Olga Lucia Zuluaga (1999), este viene a desempefiar el papel de un
intérprete empoderado de saberes y experiencias con una importante complejidad en sus
esquemas cognitivos y que, a su vez, debe efectuar constantemente ejercicios de
transformacion de conocimientos tanto disciplinares como pedagdgicos a los diferentes
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ambientes donde se sitle, es decir, debe ser creativo, asertivo y ser capaz de llevar a cabo
ejercicios metacognitivos para no sélo enriquecer su aparato cognoscente, sino entender y
permitir mejorar el de sus estudiantes. Igualmente, el maestro es un ser transformador de las
realidades educativas y para esto se vale de la didactica, la cual le dara la posibilidad de
construir y reconfigurar diversos conocimientos que posteriormente se discutiran en el aula.
Asimismo, esta pedagogia le permite interpretar los diferentes contextos y con ello las
dinamicas que emergen y que deben ser dialogadas en el aula; por esta razén, el maestro en
el constructivismo social, ya no es visto como actor que aplica un receta dada por la didactica,
sino mas bien un sujeto flexible que entiende e interpreta las necesidades y gustos de sus
estudiantes con la finalidad de potencializar sus habilidades y que se apoya en el
conocimiento didactico para todo este fendmeno complejo tanto practica como teéricamente.

4.1.2.2. Estudiante. Ya se ha visto implicitamente el sitio en que este modelo ubica al
estudiante; sin embargo, se pasara a especificar sus posibilidades y procesos. El educando es
un ser que participa activamente en sus procesos de aprendizaje, para lo que requiere de un
lenguaje con el cual significara su realidad, una comunidad que se lo confiera y un estado de
desarrollo mental que le permita interiorizar y reconstruir los diferentes conocimientos con
ayuda de un adulto, a esto se le denomina ZDP, la que determina las posibilidades de
aprendizaje del alumno, es decir, lo que puede hacer ayudado por el maestro o un adulto en
general, pero que en un futuro cercano podra realizar de manera individual, esto no es mas
que el proceso de interiorizacién y abstraccion antes mencionado. Por otro lado, este
estudiante posee unos modelos previos para explicar su realidad, los cuales pondra a prueba
en las diferentes experiencias y fendmenos que observara a través de su vida (Ledesma,
2014). Es destacable, que el papel de la escuela como espacio rico en dindmicas politicas,
academicas y afectivas, le provee al escolar la posibilidad de vincular sus conocimientos
académicos de construccion guiada con las vivencias de los demas compafieros,
configurando asi un didlogo de saberes no s6lo maestro-estudiante sino también estudiante-
estudiante, permitiendo la construccion colectiva con los diferentes actores del acto educativo
(Martinez, 2012).

Continuando con este andlisis de los diferentes integrantes del fendmeno educativo y su
concepcion por parte del constructivismo social, seré relevante hacer evidente el papel del
aula y los principios que rigen las actividades en su interior. Rafael Fl6rez (2005), propone
cinco principios a desarrollar en el salén para permitir la interiorizacion del conocimiento en
los estudiantes, asi define estos escalones en las tareas escolares haciendo hincapié en los
siguientes aspectos o etapas basicas:

v" Crear una concepcion preliminar de la tarea.

v" Dominar la accién utilizando objetos.

v Dominar la accién en el plano del habla audible.

v" Transferir la accion al plano mental.

v" Consolidar la accion mental.
Estas etapas de interiorizacion permiten al maestro darse cuenta de los diferentes dominios
de una actividad y como actuar para permitir esa consolidacion. Es pertinente poner la
atencion al segundo escalon paso clave para internalizar la actividad y hacerla audible, esto
confiere poder al objeto que puede generar sentido y hacer la actividad en el aula mucho mas
amena y divertida permitiendo centrar la atencion del alumno y asimismo moldearlo a su
gusto para entenderlo activamente y poner en préactica sus teorias y modelos. Gracias a lo
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anterior, es primordial dejar en claro el papel de la evaluacion, puesto que si el
constructivismo social es un modelo pedagogico debe ser capaz de interrelacionar efectuar e
interpretar todos los fendmenos educativos por lo cual se continuara con resumir el papel de
la evaluacion dinamica clave y enriquecedora para el acto educativo (Flérez, 2005).

4.1.3 EVALUACION EN EL CONSTRUCTIVISMO SOCIAL

La evaluacidon constructivista, como anota Greg Neymeyer en 1996, es de caracter
eminentemente cualitativo y se encarga de poner en practica los conocimientos construidos
en las situaciones del contexto donde se encuentra inmerso el estudiante. Seguidamente,
observara el desarrollo de destrezas y habilidades logradas por los diferentes alumnos,
enriquecera los procesos de ensefianza por medio del establecimiento de la relacion entre el
mundo de la vida y las teorias que son construidas en la escuela. Finalmente, y gracias al
anterior proceso, se podra comprender si el educando ha logrado significar su mundo
poniendo en préctica sus conocimientos adquiridos, esto sin desconocer su edad y su nivel
de desarrollo.

e La adquisicién de conocimientos destrezas y valores es un proceso activo en el que el
educando utiliza sus sentidos e informacion previa para construir significados.

e Los educandos aprenden a aprender en la medida en que aprenden. El desarrollo de
conocimientos consiste en construir significados y construir sistemas para generar
significados. Cada significado que se construye mejora la habilidad para dar significados.

e La accion mental es esencial en la construccion de significados; sin embargo, la accion
fisica podria ser necesaria para la adquisicion de conocimientos, especialmente en nifios.
En el proceso educativo hay que proveer actividades que involucren tanto la mente como
el cuerpo. El desarrollo de conocimientos involucra el lenguaje.

e El desarrollo cognoscitivo es una actividad social. Se aprende a través de la interaccion
con otras personas.

e Laadquisicién de conocimientos es contextual. No se aprenden teorias y datos aislados de
lo que es pertinente a la vida. Las experiencias previas sirven de referencia para la
construccion de conocimientos.

e Se necesita conocimiento para aprender. No es posible asimilar conocimientos nuevos sin
tener una estructura previa que permita construir nuevos conocimientos.

e Aprender toma tiempo. No se construyen conocimientos de forma instantanea. Se necesita
repetir, reflexionar y practicar lo aprendido.

e La motivacion es un elemento esencial en el proceso educativo. Los componentes
cognoscitivo y afectivo se complementan en el proceso educativo.

Cuadro 4.1. Sintesis de los principales postulados del Modelo Constructivista de
Caracter Social. (Extraida de Florez, 2005, pp. 329-330)
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4.2. MARCO DISCIPLINAR BIOQUIMICO
4.2.1 GENERALIDADES DE LOS MONOSACARIDOS

Los glucidos se clasifican comunmente en simples y complejos. Los monosacéridos, o
azucares simples, son hidratos de carbono como la fructosa, la xilosa, la glucosa, la arabinosa
y otros, que no se pueden hidrolizar en sacaridos de menor tamafio. Adicionalmente se
clasifican como aldosa o cetosas, teniendo en cuenta que el sufijo —osa hace referencia a un
glucido y el prefijo aldo— o ceto— se deben a la ubicacion espacial del grupo carbonilo
presente en la molécula, sea este un aldehido o una cetona. De la misma manera, el nimero
de carbonos presente identificara el prefijo numérico indicado: tri—, tetr—, pent—, hex—, etc.
Siendo asi, al fusionar las dos denominaciones, se obtendria que la fructosa es una
cetohexosa, es decir, un azucar cetdnico con 6 carbonos; la glucosa, una aldohexosa: azlcar
aldehidico de 6 carbonos; la ribosa, una aldopentosa: glicido aldehidico de 5 atomos de C;
y, como ultimo ejemplo, la sedoheptulosa, una cetoheptosa, sacérido ceténico con 7 C. Aun
asi, la mayoria de los monosacaridos comunes son hexosas y pentosas (McMurry, 2008).

Puesto que los monosacaridos
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Figura 4.1. Monosacaridos como aldosas o cetosas. P

generalmente solubles en agua,
(Basada en McMurry, 2008, p.975) pero insolubles en disolventes
similares al éter; de modo que

resulta dificil purificarlos vy
tienen una tendencia a formar jarabes cuando se elimina el solvente; no obstante, sus
derivados si se disuelven en esta clase de quimicos y se purifican y cristalizan con facilidad
(McMurry, 2008).

Los azucares simples se comportan como alcoholes en la mayoria de las reacciones quimicas,
por ejemplo, los grupos —OH de los carbohidratos pueden transformarse en ésteres y éteres,
los cuales con frecuencia funcionan mas eficazmente que los azlcares libres. Debido a sus
varios grupos hidroxilo, generalmente los monosacéaridos son polares, pero no solubilizan en
disolventes organicos (McMurry, 2008).
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Los hidrocarburos de cadena larga como la gasolina conforman una poderosa fuente de
energia, pero las células (formadas principalmente por agua) no pueden usar moléculas
apolares. En cambio, usan moléculas organicas con grupos funcionales hidréfilas; moléculas
que se sintetizan con facilidad y se dividen en el interior acuoso de la célula. De otra parte,
los glicidos son compuestos organicos constituidos por Carbono (C), Hidrogeno (H) y
Oxigeno (O) en una proporcion respectiva de 1:2:1. En los sistemas vivos los tres principales
tipos son monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. La expresion “sacarido” tiene su
origen en el griego que significa azucar. Los glucidos mas sencillos son los monosacaridos,
los cuales estan constituidos por una cadena principal de cinco o seis carbonos, un grupo
aldehido o cetona y al menos dos grupos hidroxilo. La mayoria de estos azlcares son
hidrosolubles tal que son facilmente transportados a través del medio interno de todos los
organismos. Dentro de los &cidos nucleicos se encuentran Unicamente pentosas, distintas a la
fuente primordial de energia o material estructural. La glucosa es una hexosa que es utilizada
como precursora para formar otras moléculas diferentes, por ejemplo, la vitamina C, que es
una derivada de esta (Starr, Taggart, Evers, & Starr., 2009).

Figura 4.2. Tres compuestos formados por
C, Hy O. La glucosa es el monémero que
forma el oligémero y el polimero.

A. Glucosa, un monosacérido.

B. Maltosa, un disacarido de dos
glucosas.

C. Fragmento de una molécula de
amilosa, un polimero de glucosa.

(Extraida de Mathews, Van Holde, &
Ahern, 2002, p.312).

Para funcionar, el organismo precisa de ocho monosacaridos esenciales. No obstante, si es
necesario, todos pueden biosintetizarse a partir de precursores mas sencillos, aungque es mas
eficiente energéticamente adquirirlos a partir de la ingesta diaria. Los ocho monosacaridos
son: L-fucosa (6-desoxi-L-galactosa), D-galactosa, D-glucosa, D-manosa, N-acetil-D-
glucosamina, N-acetil-D-galactosamina, D-xilosa y acido N-acetil-D-neuraminico. Todos se
utilizan como para la sintesis de los componentes glicoconjugados de las paredes celulares
(McMurry, 2008).
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Figura 4.3. Estructura de los ocho monosacéridos
esenciales para seres humanos.

(Basada en McMurry, 2008, p.996)

La produccion de energia
celular se ve favorecida gracias
al  metabolismo de los
almidones, azucares y celulosa
los cuales son carbohidratos.
En tanto que esta Gltima es el
principal componente de las
paredes que rodean a las
células vegetales. En un
monosacarido,  todos  los
carbonos excepto uno estan
unidos a un grupo hidroxilo;
este carbono se caracteriza por
tener un enlace doble con un
atomo de oxigeno, generando
un grupo carbonilo (Solomon,
Berg, & Martin, 2013).

Si el carbonilo esta en el final
de la cadena, el monosacéarido
es un aldehido; si el grupo
carbonilo esta en una posicion
distinta, el monosacéarido es
una cetona. (Por convencién, la
numeracion del esqueleto de
carbono o cadena carbonada de
un azucar comienza a partir del
grupo carbonilo terminal, o con
el carbono mas cercano al

extremo del carbonilo de la cadena abierta). La gran cantidad de grupos hidroxilo polares,
mas el grupo carbonilo, les concede a los monosacéridos propiedades de afinidad con
sustancias polares. Los carbohidratos mas simples representan los azUcares de tres carbonos
(triosas): gliceraldehido y dihidroxiacetona. La ribosa y la desoxirribosa son pentosas
comunes, es decir, azlcares de cinco &tomos de carbono, son componentes estructurales de
los &cidos nucleicos (ADN, ARN y compuestos relacionados). La glucosa, fructosa,
galactosa y otros azlcares de seis &tomos de carbono se denominan hexosas (Solomon et al.,

2013).

La glucosa (CsH120s), el monosacarido de mayor prevalencia en la naturaleza se utiliza en
la gran parte de los organismos como fuente de energia. Durante la respiracion celular, las
células procesan oxidativamente moléculas de esta, trasformando la energia almacenada en
otra mas sencilla de utilizar en el trabajo celular. La glucosa también se utiliza en la sintesis
de otros tipos de compuestos, como aminoacidos y &cidos grasos. Este azlcar es tan relevante
en el metabolismo, que los seres humanos y otros animales complejos presentan cierta
evolucion en los mecanismos para mantener sus niveles de concentracion constantes en la

sangre (Solomon et al., 2013).
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La fructosa y la glucosa son isbmeros estructurales, 1o que significa que tienen las mismas
férmulas moleculares, pero sus &tomos se organizan en el espacio de diferente manera. En la
fructosa, el oxigeno genera un enlace doble con un 4tomo de carbono dentro de la cadena a
diferencia de hacerlo con un carbono terminal. Debido a estas diferencias, estos dos azlcares
tienen propiedades distintas, un ejemplo de esto es el alto dulzor de la primera presente en la
miel y la opacidad de sabor en la segunda. Contrario a lo que se pensaria, la disposicion
espacial de la glucosa y otros sacaridos presenta conformaciones anulares en lugar de lineales
(Solomon et al., 2013).

La glucosa disuelta (como se encuentra en la célula), cominmente existe como un anillo de
cinco carbonos y un oxigeno. Se ubica de esta manera cuando sus atomos experimentan un
reacomodamiento, facilitando que se forme un enlace covalente entre el carbono 1 vy el
oxigeno unido al carbono 5. Cuando la glucosa genera un anillo, es posible la formacion de
dos isémeros que difieren sodlo en la direccion del grupo hidroxilo (OOH) unido al carbono
1. Cuando este grupo hidroxilo se ubica en el mismo lado del plano del anillo, en el que se
halla el grupo lateral -CH>OH, la glucosa se llama beta glucosa (B-glucosa). Cuando el grupo
OOH esté en el lado contrario (con respecto al plano del anillo) al grupo lateral -CH2OH, el
compuesto se denomina alfa glucosa (a-glucosa). Si bien pueda parecer que las diferencias
entre estos isomeros son minusculas, tienen consecuencias significativas cuando los anillos
se unen para conformar polimeros (Solomon et al., 2013).

De los ocho monosacaridos primordiales, la galactosa, la manosa y la glucosa son
aldohexosas sencillas, mientras que la xilosa es una aldopentosa. La fucosa es un azlcar
desoxi, que significa que tiene una estructura con un oxigeno “faltante”. Esto es, un grupo —
OH (el del C6) es reemplazado por un—H. La N-acetilglucosamina y la N-acetilgalactosamina
son derivados de amida de azlcares amino en los que un -OH (el que esta en C2) es
reemplazado por un grupo —NHo>. El &cido N-acetilneuraminico es el compuesto esencial de
los acidos sialicos, un grupo de mas de 30 compuestos con modificaciones diferentes, que
incluyen varias oxidaciones, sulfataciones y metilaciones (McMurry, 2008).

Teniendo en cuenta que la descripcion de los glucidos se denomina con las letras D y L, en
la proyeccidén Fisher para un monosacarido, debe ser colocado en la parte superior un grupo
carbonilo (para las aldosas) o al menos tan cerca de este como resulte posible hacerlo (para
las cetosas). Partiendo de esto, se puede evidenciar la presencia de cuatro centros asimétricos
en la Galactosa (C2 — C5). Asi, si el grupo alcohol (OH) enlazado al centro asimétrico de
mas inferior (considerando que el carbono en segunda posicion desde el fondo) se encuentra
hacia la derecha, resulta un compuesto D-AzUcar; mientras que si se halla hacia la izquierda,
se nombrard como un L-Azucar; aunque en la naturaleza casi todos tienen configuracion D
(Yurkanis, 2007).

Los monosacaridos son los aztcares que no se logran hidrolizar hacia carbohidratos mas
simples. Ademas de aldehidos y cetonas, los alcoholes polihidricos (alcoholes azlcar o
polioles), en los cuales el grupo aldehido o cetona se ha reducido a un grupo alcohol, también
se encuentran de modo natural en los alimentos. Son sintetizados por medio de reduccién de
monosacaridos para uso en la manufactura de alimentos para reduccion de peso y para
diabéticos. Se absorben poco y sélo producen alrededor de la mitad del rendimiento de
energia de los aztcares (Bender, 2010).
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Son conocidos mas de 200 monosacéridos distintos que se agrupan por la cantidad de
carbonos que contienen, si son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas. Las aldosas y las
cetosas se subcategorizan segln sea la cantidad de atomos de carbono en la cadena principal
(Carey, 2006). Los monosacaridos son las unidades monoméricas de todos los hidratos de
carbono. Se forman a partir de precursores que se obtienen de CO> y el H2O por medio de la
fotosintesis. Los organismos heterotrofos (como animales) adquieren los monosacaridos de
los nutrientes ingeridos. La caracteristica mas importante de los monosacéridos es que
responden a la formula (CH20)s, encontrandose n en un rango de 3 a 7 (Feduchi, Blasco,
Romero, & Yafiez, 2010).

Teniendo esto en cuenta, el estudio de las propiedades generales y de las estructuras de los
glucidos esta basado en la glucosa, por su caracter de frecuente y alta relevancia bioquimica.
La formula més desarrollada de esta muestra una molécula recta de cadena, con cinco atomos
de carbono con enlaces a grupos funcionales alcohol y uno enlazado a un aldehido. Asi, los
carbonos 2, 3, 4 y 5 resultan ser asimétricos, por lo que el nimero total de isomeros equivale
a 2", siendo n, precisamente, la cifra suma de C asimétricos, es decir, existen 16 compuestos
que pueden contar con este orden estructural; tres de ellos son los mas comunes hallados de
forma natural: la D-Glucosa, la D-Manosa y la D-Galactosa, cada una de estas con su cambio
espacial individual; a su vez, estos derivan del D-gliceraldehido (Laguna, Pifia, Martinez,
Pardo & Riveros, 2009).

Galactosa — G lucosa— Fructosa— Manosa

/ |

X i[osa Glucosamina Fucosa

P

Galactosamina ~ Manosamina
Acido

neuraminico

Figura 4.4. Vision de las rutas biosintéticas de los ocho
monosacaridos esenciales.

(Basada en McMurry, 2008, p.997)
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Figura 4.5. Configuracion de la serie D de aldosas que contienen de tres a seis &tomos de
carbono.

(Basada en Yurkanis, 2008, p.982; y complementado en Carey, 2006, p.1044)

Existe una gran cantidad de azUcares simples de importancia bioldgica; no obstante, la
glucosa es el mas importante de estos, el que mas abunda en la naturaleza, el mas
caracteristico en el metabolismo celular y es el monosacéarido principal en la mayoria de los
polisacaridos. De otro lado, hay otras aldohexosas significativas como la galactosa y la
manosa; asi como entre las cetohexosas la mas prominente es la fructosa. De la misma
manera, dentro de las aldopentosas se hallan moléculas de interés bioldgico, como la ribosa,
por hacer parte de importantes nucle6tidos, como el ATP (Feduchi et al., 2010). “Entre las
aldopentosas, la D-ribosa es un componente de muchas sustancias de gran importancia
bioldgica, las mas notables son los acidos ribonucleicos” (Carey, 2006, p. 1043).

Existen dos triosas: la dihidroxiacetona y el gliceraldehido. Estas moléculas poseen
caracteristicas propias de los azucares y, asimismo, representan las dos clases principales de
monosacaridos. Los dos tienen una misma composicion a nivel atdbmico, lo que los hace
tautémeros, es decir, isomeros estructurales que se diferencian por la posicion de los enlaces
dobles y de sus H; y mediante un intermediario enediol inestable pueden convertirse uno en
el otro. Estas interconversiones se producen en cierta medida entre todos los pares de
monosacaridos aldosas y cetosas, pero las reacciones suelen ser lentas si no estan catalizadas.
Existen en la naturaleza monosacaridos con siete 0 aln mas carbonos, pero en general son de
escasa importancia. No obstante, la sedoheptulosa, desempefia un puesto importante en la
fijacion del COz en la fotosintesis (Mathews, Van Holde, & Ahern, 2002).
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Los glucidos formados por cuatro o més tomos de Carbono se hallan generalmente en
formas ciclicas. En disolucién de agua se genera la formacion de un anillo a causa de los
grupos cetona y aldehido que reaccionan reversiblemente con los hidroxilos que tiene el
azUcar para originar hemicetales y hemiacetales ciclicos, respectivamente. Tanto los unos
como los otros, generados gracias a las moléculas que tienen uno de los grupos mencionados
reaccionando con un alcohol, son inestables y regresan a sus formas previas con relativa
facilidad. Aun asi, cuando el grupo funcional OH y el aldehido o la cetona forman parte de
una misma molécula resulta una reaccion de ciclacion intramolecular que puede dar origen a
productos estables. Aquellos con cinco o seis &tomos son los anillos ciclicos hemicetal o
hemiacetal que muestran mayor estabilidad. Cuando se da tal ciclacion, se crea un nuevo
centro quiral en el C carbonilo; este carbono es denominado atomo de carbono anomérico.
En ese orden de ideas, los andmeros son los dos diasteredmeros viables que se puden formar
a través de la reaccion de ciclacion (McKee & McKee, 2003).

AZUCAR FUENTE IMPORTANCIA BIOQUIMICA Y CLINICA
Acidos nucleicos e Componente estructural de acidos nucleicos y
D-Ribosa . - 1 coenzimas, entre ellos ATP, NAD(P) y coenzimas
intermediario metabolico. .
flavina.
D-Ribulosa Intermediario metabdlico. Intermediario en la via de la pentosa fosfato
D-Arabinosa Gomas vegetales. Constituyente de glucoproteinas.
Gomas vegetales,
D-Xilosa proteoglucanos, Constituyente de glucoproteinas.
glucosaminoglucanos.
L-Xilulosa Intermediario metabdlico. Se excreta en la orina en la pentosuria esencial.

. IMPORTANCIA
AZUCAR FUENTE = =
BIOQUIMICA CLINICA
Se excreta en la orina
Jugos de_frlljtas, hlldroI|5|s EI principal combustible _(glucosurla)_ enla
del almiddn, azucar de Ly . diabetes mellitus mal
D-Glucosa ~ metabolico para tejidos;
cafia o de remolacha, . N controlada como
azucar €n sangre
maltosa y lactosa. resultado de
hiperglucemia.
Jugos de frutas; miel,
hidrdlisis de azlcar de . La intolerancia
~ Se metaboliza con o
cafa o de remolacha, y de . : hereditaria a la fructosa
. N facilidad por medio de
D-Fructosa inulina; isomerizacion conduce a su

enzimatica de jarabes de
glucosa para la

manufactura de alimentos.

glucosa o de modo
directo.
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Se metaboliza con
facilidad hacia glucosa;
se sintetiza en la
glandula mamaria para
D-Galactosa Hidrolisis de lactosa. sintesis de lactosa en la
leche.
Un constituyente de
glucolipidos y
glucoproteinas.

Hidrolisis de gomas Constituyente de
D-Manosa manano vegetales glucoproteinas.

La galactosemia
hereditaria como
resultado de fracaso
para metabolizar
galactosa da pie a
cataratas.

Cuadro 4.2. Importancia fisiologica de diferentes monosacaridos.
Arriba. Pentosas de importancia fisiolégica.
Abajo. Hexosas de importancia fisiologica.
(Basado en Bender, 2010, p.116.
Capitulo 14 del libro HARPER Bioquimica llustrada de Murray, Bender, Botham, Kennelly,
Rodwell, y Weil).

En los azucares aldosa, el grupo hidroxilo del inicialmente generado hemiacetal se produce
en el primer carbono y tiene lugar encima del anillo o por debajo del anillo. Cuando el
hidroxilo se encuentra hacia abajo, su composicion se halla en la forma anomérica a. Si este
grupo esté vista arriba, tal estructura se encuentra en la forma anomérica . En las estructuras
de Fischer, el hidroxilo anomérico a se produce hacia la derecha y el hidroxilo £ virando
hacia la izquierda. Cabe resaltar que, como se menciono, los anémeros se definen en relacion
a la clasificacion de azUcares D- y L-. Las reglas anteriores solo se aplican a los azlcares en
posicion D, los méas usuales en la naturaleza. En los azucares L el grupo OH a-anomérico se
encuentra por encima del anillo (McKee & McKee, 2003).

4.2.2 MODIFICACIONES DE MONOSACARIDOS EN LAS CELULAS

Teniendo en cuenta las reacciones quimicas posibles que pueden llevar a cabo los grupos
funcionales propios de los monosacaridos, como son los grupos hidroxilo, carbonilo (ceto o
aldehido), y otros; se pueden analizar aquellas modificaciones que sufren algunos azUcares
en la célula y que adquieren cierta importancia bioldgica (Feduchi et al., 2010).

4.2.2.1. Oxidaciones. Si la oxidacion sucede en el grupo aldehido, convirtiéndose en un
grupo carboxilo, se genera un &cido aldénico, como es el caso del gluconico en la oxidacion
del C-1 de la glucosa (se afiade el sufijo -6nico después del nombre de la aldosa de la que
proviene). La posibilidad de ser oxidados genera que los monosacaridos logren el poder
reductor, siendo esta una de las caracteristicas principales de estas moléculas para su
reconocimiento por métodos bioguimicos. Por lo cual la mayoria de los azucares simples
poseen un gran potencial de reduccion y todos pueden reducir ciertos agentes quimicos como
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los iones de Cu?*, generando el cambio de color del precipitado de cobre que evidencia la
presencia de un sacarido sencillo en la muestra a reconocer (Feduchi et al., 2010).
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Figura 4.6. Diferentes modificaciones de Monosacéridos.
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(Basada en Feduchi et al., 2010, p.29).
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Si el alcohol primario sufre el cambio oxidativo se convierte en un acido urénico, como el
glucurdnico en presencia de glucosa. En este caso puede exhibirse en forma ciclada y es un
azucar &cido muy usual en los polisacéaridos de las células animales. En condiciones naturales
se encontrara ionizado y tendra una carga negativa, llaméandose glucuronato. Se puede dar la
oxidacion de dos carbonos en la cadena terminal, por lo cual aparece la forma aldarica, con
un par de grupos carboxilos. Las lactonas se reconocen como una de las formas cicladas; no
obstante, en este caso gracias a un enlace éster entre el carboxilo oxidado del carbono 1 y un
alcohol en misma molécula, usualmente el carbono 5. Una muestra de esto es la vitamina C
0 &cido ascorbico (Feduchi et al., 2010).

La oxidacion de las aldosas sucede a nivel del grupo aldehidico o del grupo alcohdlico del
carbono 6, o en ambos sitios, es decir, se pueden formar tres tipos de derivados oxidados:

v' Acidos aldonicos. Un grupo carboxilo acido (COOH) se origina a partir de la
oxidacion del grupo aldehidico de una aldosa, formando de tal forma los acidos
aldonicos: La manosa produce &cido mandnico; la glucosa, el gluconico, etc.

v' Acidos sacaricos. Grupos acidos formados tanto en el alcohol primario como en el
aldehido se originan en otro grado mas avanzado de oxidacién, lo que produce acido
dicarboxilicos, llamados genéricamente sacaricos.

v' Acidos uronicos. Al formarse solamente un grupo carboxilico en el alcohol primario
a partir de la oxidacion de una aldosa conservando inalterado el grupo aldehido, se
genera un &cido uronico; con el acido D-glucurénico como el representante mas
relevante (Laguna et al., 2009).

4.2.2.2. Reducciones. Los grupos cetona y aldehido pueden también presentar reducciones
a grupos OH mediante reacciones quimicas. Asi, existen varios aztcares alcohol o alditoles,
que se hallan en el medio intracelular como lo es el mio-inositol (presente en varios lipidos
de la membrana), el glicerol y el ribitol, uno de los componentes que se encuentran en la
flavina adenindinucleétido (FAD). Otros de estos se han utilizado como edulcorantes, tales
como el sorbitol, por reducir la glucosa, y el xilitol. Los desoxiaztcares son otra forma que
existe entre los monosacaridos reducidos, donde un grupo alcohol se reemplaza por un H. El
mas importante de ellos es la 3-p-2-desoxirribosa, por estar en el ADN (Feduchi et al., 2010).

Las aldosas y cetosas al reducirse transforman en un alcohol polihidroxilico al monosacérido
y al grupo aldehidico o ceténico en un alcohol. Por lo cual, de la D-glucosa se obtiene D-
sorbitol. Un alcohol de estos, el de tres &tomos de carbono, es denominado glicerol, relevante
por hacer parte de los triacilglicéridos y muchos fosfolipidos. Hay otros alcoholes, los
ciclitoles; el mas caracteristico en la naturaleza es el meso-inositol, con actividad vitaminica
y, conjuntamente, forma parte de ciertos fosfolipidos; en su estructura fosforilada se le han
agregado fundones de mensajero al responder a algunas hormonas (Laguna et al., 2009).

4.2.2.3. Esterificaciones. Los numerosos grupos hidroxilos presentes en los monosacaridos
permiten la unién mediante enlaces éster de un acido fosférico, formando los azlcares
fosfato, de alto valor energético, por lo que tienen una gran relevancia biologica. La D-
glucosa 6-fosfato y la D-gliceraldehido-3-P son importantes intermediarios metabdlicos de la

29



oxidacion de la D-glucosa. Ademas, la D-desoxirribosa y D-ribosa también son esterificadas
para ser anexas en la sintesis de acidos nucleicos. Cabe resaltar, que la esterificacion se
produce por una transferencia del grupo fosforilo en una reaccién catalizada por enzimas
denominadas quinasas y no por una incorporacion del acido fosforico (Feduchi et al., 2010).

4.2.2.4. Aminoazucares. Al generarse la sustitucion del grupo OH del C-2 de un
carbohidrato por una amina (—NHz), se genera un aminoazucar. La D-glucosamina y la D-
galactosamina son aminoazUcares muy frecuentes en polisacaridos. Ademas, estas aminas
llegan a acetilarse por medio de enlaces amida, transformandose, por ejemplo, en N-
acetilglucosamina. Otro procedente aminado relevante es el N-acetilmuramico, aminoazUcar
que posee un acido carboxilico de tres carbonos (acido lactico) esterificado en el C-3 del
glucido. Un derivado aminoazUcar &cido significativo por hallarse en muchos componentes
glucoconjugados y glucolipidos de las membranas de células animales es el N-
acetilneuraminico; este y sus productos se Ilaman acidos siélicos (Feduchi et al., 2010).

4.2.3 METABOLISMO CELULAR DE MONOSACARIDOS

Una de las principales y més relevantes rutas del metabolismo celular es la que se encarga de
metabolizar los glucidos. Entre los azUcares usados como fuente de energia destaca la
glucosa, por ser esta la base de muchos polisacaridos y desempefiar un papel importante en
este proceso bioldgico (Feduchi et al., 2010).

4.2.3.1. Glucolisis. Laruta de catalisis de la glucosa se denomina glucélisis. Es una ruta
esencial del metabolismo, debido a que constituye uno de los primeros pasos en el
procesamiento y aprovechamiento de la glucosa para la obtencidn de ATP para la célula. La
ruta metabdlica oxidativa de la glucosa se denomina glucolisis, ya sea por medio de su
degradacién para formar piruvato o mediante su fermentacion para dar &cido lactico. La
glicolisis es la forma méas veloz de producir energia para una célula y, en el metabolismo de
glcidos, usualmente es la via principal de combustion. El ejemplo de glucdlisis mas usual y
mas estudiado es la via de Embden- Meyerhoff, expuesta en un principio por Gustav Embden
y Otto Meyerhoff. La ruta se encuentra estructurada por diez reacciones enzimaticas que
facilitan la transformacion de una molécula de glucosa a dos de piruvato por medio de un
proceso catabolico. Esta dindmica sucede en el citosol o citoplasma de la célula, tanto
eucariotas como procariotas, puesto que en células vegetales algunas de las reacciones
glucoliticas se hallan igualmente en el ciclo de Calvin (fase de fijacion del COz de la
fotosintesis) que sucede en los cloroplastos (Feduchi et al., 2010).

De manera clasica, la glucolisis esta separada en dos fases para su entendimiento: la fase
preparativa y la fase de beneficios o de rendimiento energético:

4.2.3.1.1. Fase Preparativa. Involucra la conversién y rompimiento de la glucosa en dos
triosas fosfato, el gliceraldehido-3-fosfato y la dihidroxiacetona fosfato, en las cuales existe
un balance bioquimico. En esta fase se genera un gasto energético: dos moléculas de ATP
por cada una de glucosa. El proposito de esta fase es la de impulsar y disponer las moléculas
de esta hexosa para su posterior metabolismo (Feduchi et al., 2010).
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v Fosforilacion de la glucosa a glucosa-6-fosfato: Requiere el consumo de una
molécula de ATP vy, en las condiciones naturales, es una reaccion sin posibilidad de
revertirse. Esta reaccion se cataliza por la enzima hexoquinasa, cabe resaltar que en
el higado igualmente se puede llevar a cabo a través de la glucoquinasa.

v Conversion de la glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato La enzima fosfoglucosa-
isomerasa es la que cataliza esta reaccion reversible.

v" Fosforilacion de la fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-bisfosfato: Se cataliza por la
fosfofructoquinasa-1, requiere de una segunda molécula de ATP y, en las condiciones
naturales, en una reaccion no reversible.

v' Escision de la fructosa-1,6-bisfosfato en dos triosas fosfato: La dihidroxiacetona
fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato. La reaccion se cataliza por una aldolasa v,
generalmente, no es reversible.

v" Interconversion de las triosas fosfato: El catalizador es la enzima triosa fosfato
isomerasa. Existe un equilibro que se halla inclinado a la produccion de
gliceraldehico-3-P, debido a que este compuesto es el que continla en las reacciones
posteriores de la glucdlisis (Feduchi et al., 2010).

4.2.3.1.2. Fase de Rendimiento Energético. Involucra la transformacion de la molécula de
gliceraldehido-3-fosfato en acido pirdvico por medio de una cadena de reacciones que
generan energia. Se logran cuatro moléculas de ATP y dos de NADH + H* por cada una de
glucosa, por lo cual produce méas energia que la usada en la fase inicial, lo que da una
ganancia neta de 2 ATP y 2 NADH + H* por molécula de glucosa. La energia que se genera
de la oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato es utilizada para realizar todo tipo de funciones
citologicas. En esta fase de rendimiento se produce el doble por cada molécula de glucosa
que se hidroliza, por lo que, en cada una de las vueltas, se metaboliza s6lo una de las dos
triosas fosfato en que se rompi6 (Feduchi et al., 2010).

v Oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato: En este momento
el grupo aldehido sufre un proceso oxidativo hasta transformarlo en &cido, lo cual
permite la produccion de una molécula de NADH + H*, al mismo tiempo que se
utiliza para fijar un grupo fosfato que facilitara en la posterior reaccion ganar energia
en forma de un nucleétido trifosfato. La reversibilidad de esta reaccion es conocida y
la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa la cataliza. Asi pues, se inicia el
primer paso de la fase de beneficios, paso que se volvera a hacer posteriormente con
la molécula de dihidroxiacetona que, gracias a la triosa fosfato isomerasa, se
transformara en una molécula nueva de gliceraldehido-3-fosfato.

v Primera fosforilacion a nivel de sustrato: en esta reaccion se genera la produccion
de una molécula de ATP mediante el traspaso de un grupo fosfato desde el 1,3-
bisfosfoglicerato hacia un ADP, generando ATP y un 3-fosfoglicerato. Se cataliza
gracias a la fosfoglicerato quinasa, y la reaccion es reversible.

v' Conversion del 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato: La enzima fosfoglicerato
mutasa es la encargada de esta reaccion. Se caracteriza por su reversibilidad.

v Deshidratacién del 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato: Es catalizada por la
enzima denominada enolasa. Es una reaccion de caracter reversible y facilita la
generacion de un enlace fosfato de gran energia, siendo utilizado en el siguiente paso
para generar un nucledétido trifosfato, una molécula energética.
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v Segunda fosforilacion a nivel de sustrato: gracias a la reaccion descrita se genera
una molécula de ATP, a través de la transferencia de un grupo fosfato desde el
fosfoenolpiruvato hasta un ADP, liberando ATP y piruvato, por accion de la enzima
piruvato quinasa. Esta es una reaccion irreversible en condiciones fisioldgicas
(Feduchi et al., 2010).
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Figura 4.7. Reacciones y fases de la ruta glucolitica.
(Extraida de Feduchi et al., 2010, p.219).
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Teniendo en cuenta estos procesos la ecuacion global o balance de la glucolisis y de cada una
de las fases de la glucdlisis seria (Feduchi et al., 2010, p.220):

1% Fase:
O bien

2%Fase:

Global:

4.2.3.1.

Glucosa + 2 AT®P = Gliceraldehido 3-fosfato + Dihidroxiacetona fosfato + 2 ADP
Glucosa + 2 ATP =» 2 Gliceraldehido 3-fosfato + 2 ADP

Gliceraldehido 3-fosfato + 2 ADP + NAD' + B, =—» Piruvato + 2 ATP + NADH + H*+ H,0

Glucosa + 2 ADP + 2 NAD' + 2 B =P 2 Piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H*+ 2 H,0

3. Puntos Regulados de la Glucoélisis. Existen tres pasos importantes en términos

de regulacion en la glucolisis, correspondientes con las tres fases no reversibles y que estan
catalizados, individualmente, por la hexoquinasa, la fosfofructoquinasa-1 y la piruvato-
quinasa. Estan reguladas estas enzimas alostéricamente, en general (Feduchi et al., 2010).

v

La hexoquinasa se regula alostéricamente gracias a su producto, la glucosa-6-
fosfato, inhibe la accidn de esta enzima. Igualmente se ve inhibida por ATP, una guia
de que las necesidades de energia en la célula estan satisfechas. Esta regulacion
equilibra la cantidad de glucosa que se podra aprovechar en la oxidacion (Feduchi et
al., 2010).

La fosfofructoquinasa-1. La fructosa-2,6-bisfosfato y el AMP (un indicador de una
baja produccién de energia) son los encargados de la activacion y se ve inhibida por
citrato, ATP y H*. Los protones se regulan previniendo quizas un dafio por un
aumento del nivel de acidez, debido a que el producto resultante de la ruta metabdlica
puede generar facilmente acido lactico, que resultara ser causa de una acidosis. La
fructosa-2,6-bisfosfato se genera por la accion de la fosfofructoquinasa-2 o PFK-
2/FBPasa-2, que es una enzima regulada por la liberacion de insulina y el glucagon,
lo cual facilita un control hormonal de la oxidacion de la glucosa. Asi, pues, esta
hormona pancreética indica un aumento en el nivel de glucosa en sangre, favorece la
glucolisis y la finalidad es que aminora los niveles de glucosa en plasma;
contrariamente el glucagon actia de manera opuesta inhibiendo este proceso. Los
demas elementos del control de la fosfofructoquinasa-1 comunican del nivel de
energia celular, es decir, si la célula tiene un bajo nivel energético, la glucolisis se
aumenta y viceversa (Feduchi et al., 2010).

Para finalizar, el Gltimo punto controlado en la ruta metabdlica glucolitica es la
denominada fosforilacion cuyo catalizador es la piruvato-quinasa. Resulta inhibida
esta reaccion en el momento en el que hay suficiente ATP o se hallan otros
precursores para generar energia como el acetil CoA o la alanina, y esta favorecida
por la presencia de AMP vy fructosa-1,6-bisfosfato. Este compuesto posibilita la
transmision de la informacion que controla el paso de la fructoquinasa-1. La piruvato-
quinasa también evidencia una regulacion por conversion covalente a través de un
sistema de fosforilacién y desfosforilacion regulado de manera hormonal por el
glucagon. Asi pues, si se encuentra que los niveles de este son muy grandes, se
estimula una proteina quinasa A que genera la fosforilacion y por tanto la inhibicion
de la piruvato-quinasa (Feduchi et al., 2010).
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4.2.3.1.4. Entrada de otros Monosacaridos en la Ruta Glucolitica. Laruta de la glucdlisis
no tiene como funcién Unicamente degradar la glucosa; ademas se utiliza para catabolizar
otra serie de monosacaridos. Entre estos destacan la fructosa, la manosa y la galactosa. Por
medio del gasto de una molécula de ATP, la manosa se va a ver activada mediante la
hexoquinasa, dando origen a una manosa-6-fosfato que sera isomerizada a fructosa-6-fosfato
por accion de la fosfomanosa isomerasa, integrandose asi en la glucdlisis. La fructosa
igualmente llega a fosforilarse a fructosa-6-fosfato por accion de la hexoquinasa e
incorporarse a la ruta glucolitica. La fructosa ingresa en la ruta glucolitica a través de la
fosforilacion en posicion 1, lo que sucede en el higado, y se cataliza por la fructoquinasa. La
accion consecuente de una aldolasa rompe la fructosa-1-P en dihidroxiacetona fosfato y
gliceraldehido. El gliceraldehido se fosforila posteriormente a gliceraldehido-3-fosfato,
obteniendo dos triosas fosfato que seran utilizadas en la glucélisis. Existen fallos en esta
dindmica metabdlica paralela a la de la glucosa que genera la intolerancia a la fructosa. De
la misma manera, la ruta de integracién de la galactosa es algo mas compleja, puesto que este
monosacarido usualmente es usado para la generacion de los oligosacaridos de los
glucolipidos; estos son de gran importancia en la elaboracion de las membranas celulares,
fundamentalmente de neuronas. La galactosa se estimula, pero en esta ocasion por medio de
su union al UDP y, posteriormente, se convierte en UDP-glucosa, lo que se transformara en
glucosa-6-fosfato y se unira en la ruta glucolitica. Las enzimas que se encuentran en esta ruta
se han relacionado con una serie de patologias llamadas galactosemias (Feduchi et al., 2010).

4.2.3.2. Gluconeogénesis. Ruta de sintesis de glucosa, esta presente es todos los seres vivos.
Esto es cierto aun para animales que usan este monosacarido de manera exdgena como fuente
principal de energia. No obstante, la glucosa de fuentes externas o de reservas internas en la
celula Puede no estar disponible en todo momento. Por lo cual, los mamiferos de gran talla
gue no se han alimentado durante 16 a 24 horas ya han gastado sus reservas de glucégeno en
el higado. Algunos tejidos en los mamiferos, como el hepético y el renal, pueden generar
glucosa mediante precursores sencillos, como lactato y alanina. Sometido a situaciones de
ayuno, la gluconeogénesis genera casi toda la glucosa para el sistema. Se necesita la glucosa
para metabolizar energia en ciertos tejidos, como el cerebral. En el gjercicio, los musculos
transforman la glucosa en acido piravico y lactato, que migran al higado y son revertidos a
este sacarido. Tanto en los elementos musculares como en el cerebro se consume mucha de
la glucosa que se acaba de sintetizar. Algunos procariontes pueden convertir varios nutrientes
aglucdgeno y ésteres de glucosa fosfato (Horton, Moran, Scrimgeour, Perry, & Rawn, 2008).

Hay que tener en cuenta que el &cido pirtvico es el punto inicial para la formacion de glucosa.
Varias de las enzimas y compuestos intermedios son muy similares. Las siete reacciones
cercanas al equilibrio en la via glucolitica se generan en direccion inversa en la
gluconeogénesis. Las reacciones enzimaticas, unicas de la gluconeogénesis, se necesitan para
las tres reacciones metabolicamente irreversibles de la glicolisis. Tales reacciones son
controladas por piruvato quinasa, fosfofructocinasa-1 y hexoquinasa. En la direccién de
generacion, son catalizadas por diferentes proteinas enzimaticas. Puesto que la ruta de
sintesis de glucosa evolucion6 previamente, es apropiado suponer que en la glucdlisis las
enzimas son de derivacion de pasos (bypass) o de salto. Dichas etapas irreversibles de la
gluconeogénesis fueron saltadas gracias al resultado evolutivo de tales compuestos
enzimaticos, primordialmente la fosfofructocinasa-1 (Horton et al., 2008).
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Figura 4.8. Pasos de la Glucdlisis enfrentados a los de la
Gluconeogénesis.
(Basada en Feduchi et al., 2010, p.224).

“La sintesis de una molécula de glucosa a partir de dos de piruvato requiere cuatro moléculas
de ATP y dos de GTP (en animales), asi como dos moléculas de NADH. La ecuacion neta

para la gluconeogénesis es” (Horton et al., 2008, p.358):

2 Piruvato + 2 NADH + 4 ATP + 2 GIP + 6 H,0 + 2 H " =——p

—p Glucosa + 2 NAD*+ 4 ADP + 2 GDP + 6 P,
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Se requiere de la accion de cuatro moléculas equivalentes al ATP para que la barrera
termodindmica de la sintesis de dos fosfoenolpiruvatos, compuesto de alta energia, cuyo
origen son dos piruvatos, se vea superada. Durante el proceso glucolitico esta reaccion, en
sentido contrario, es irreversible y su catalizador es la piruvato-quinasa. En el catabolismo,
esta se acopla a la sintesis de ATP. Siendo asi, para llevar a cabo la inversa de la reaccién de
glucolisis con la fosfoglicerato-quinasa como catalizador, se requieren dos moléculas de
Adenosina Trifosfato. Durante la fase de hexosa de la gluconeogénesis, no se puede recuperar
la energia gastada en la conversion de fructosa 1,6-bisfosfato a glucosa debido a que la
primera no es intermediario de alto nivel energético. En el proceso litico de la glucosa se
gastan 2 ATP y se obtienen 4, con rendimiento de dos ATP y dos NADH. La sintesis de este
glucido consume en total 6 equivalentes de ATP y 2 NADH. Evidentemente, la biosintesis
necesita energia mientras que la degradacion la libera (Horton et al., 2008).

4.3. MARCO DISCIPLINAR BIOLOGICO
4.3.1 HONGO

Los miembros del Reino Fungi se definen y son cominmente conocidos por su gran
diversidad, es decir, su riqueza y abundancia; en su grupo se encuentran a las setas, los mohos
y las levaduras. Algo mas de 100 000 especies de estos se han determinado y se cree que
llegarian a existir poco menos de 1,5 millones de especies. Este grupo de organismo esta
separado evolutivamente del resto de plantas, bacterias y animales, estando mas
cercanamente relacionados con estos ultimos. Los hongos habitan casi cualquier ambiente.
Ciertas especies son acuaticas, usualmente de agua dulce; no obstante, se conocen algunos
géneros marinos. Aun asi, la mayoria de los hongos son terrestres. Se encuentran en el suelo
0 en vegetales muertos y desempefian una relevante funcién en la mineralizacién del carbono
organico (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark, 2009).

Gran cantidad de los hongos conocidos parasitan vegetales. En realidad, los hongos son
patdgenos por excelencia causando grandes pérdidas monetarias. Algunos de estos causan
enfermedades en animales, aun en el ser humano; no obstante, en la generalidad, los micetos
afectan mas a otros organismos, es decir, el animal no es su principal hospedero. Este grupo
es caracteristico por establecer relaciones simbioticas con plantas, permitiéndole al vegetal
adquirir minerales. Asimismo, una gran variedad favorece las labores del hombre, por medio
de la sintesis de antibidticos y gracias a ciertos procesos de fermentacién (Madigan et al.,
2009).

4.3.1.1. Nutricion y Fisiologia. Los hongos son quimiorganotrofos, usualmente tienen
necesidades nutricionales sencillas y en general son aerobios. Se alimentan mediante la
secrecion de enzimas extracelulares con las cuales digieren compuestos organicos complejos,
como proteinas o polisacaridos, en sus estructuras constituyentes mas basicas, como
azucares, peptidos, aminoacidos, entre otros. Estos compuestos son absorbidos y asimilados
por la célula fingica como fuentes de carbono, energia y demas nutrientes. Como saprofitos,
los hongos digieren y asimismo reciclan, el material organico muerto como plantas muertas,
troncos caidos, restos de hojas caidas y cadaveres de animales. Estos eucariontes recurren al
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mismo tipo de alimentacion al parasitar animales o vegetales, pero la adquisicion de los
nutrientes tiene como origen las células vivas del hospedero (Madigan et al., 2009).

Los hongos poseen una funcién de gran relevancia dentro del ecosistema, entre las cuales
estan la descomposicion de materias organicas. Los géneros que utilizan este medio de
nutricion requieren de celulosa o lignina para generar energia; esta Gltima es un biocompuesto
conjugado en el cual los monémeros particulares son de caracter fendlico. Esta, a su vez, es
un componente principal en las plantas con crecimiento secundario y les da su caracter rigido.
Este compuesto es Unicamente degradado en la naturaleza por los denominados hongos de la
podredumbre de la madera. Existen dos tipos de degradacion madera: la podredumbre
marron, en la cual la celulosa es el principal material degradado de este proceso, mientras
que la lignina no se ve desintegrada, y la podredumbre blanca, en la que se transforman tanto
la lignina como la celulosa. Estos Gltimos son muy necesarios en el ecosistema de bosques
lefiosos (Madigan et al., 2009).

Varios setos son capaces de crecer en condiciones por demas adversas por cuanto acidez o
temperatura se refiere; este factor sumado a la posibilidad de reproducirse por dispersion de
esporas, convierten a los hongos en contaminantes comunes de alimentos, caldos de cultivo
microbioldgicos y toda clase de zonas (Madigan et al., 2009).

4.3.1.2. Importancia Biologica y Médica. Los hongos producen compuestos quimicos
bastante Gtiles como medicinas. Alexander Fleming, en 1928 descubri6 en el moho de una
caja de Petri, el organismo encargado de producir la penicilina, hoy conocido como
Penicillium notatum, Existen ademas variados medicamentos de origen fangico como los
antibidticos cefalosporinas (producidas por Cephalosporium), estatinas y las ciclosporinas
(usadas para inhibir respuestas inmunoldgicas en enfermos que reciben trasplantes de
organos). La fumagilina, farmaco generado a partir del Aspergillus fumigatus, reduce la
formacion de vasos sanguineos. Puesto que las masas tumorales solidas requieren una
provision abundante de sangre, esta también es relevante como factor anticancerigeno.
Asimismo, se utiliza para tratar enfermedades generadas por microsporidios. Los
investigadores han hallado en una gran variedad de hongos otros compuestos como lo son
antivirales o citoliticos de células cancerosas (Solomon et al., 2013).

Claviceps purpurea, un ascomiceto, se conoce por ser un agente infeccioso en el cereal y el
centeno. Genera un compuesto denominado cornezuelo donde se originaria una semilla en el
apice del grano. En el caso de que el ganado o el humano consuman alimentos contaminados
por este, podrian llegar a intoxicarse por las sustancias con toxinas. No obstante, ciertos
compuestos del cornezuelo son utilizados en la obstetricia para inducir al parto, pueden parar
el sangrado uterino, manejar las altas presiones y mejorar un tipo de migraiia (Solomon et
al., 2013).
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Figura 4.9. Filogenia Fungica.

A. Arbol filogenético del Reino Fungi con base en la secuencia del gen que codifica el
ARNr 18S (Basado en Madigan et al., 2009, p.596).

B. Cladograma de grupos conocidos en la actualidad. Se presentan las caracteristicas
comunes en los diferentes parentescos filogenéticos (Extraido de Solomon et al., 2013,
p.606)

4.3.1.3. Filogenia de los Hongos. Junto con los animales, los hongos comparten en su
filogenia un ancestro en comun, el cual es mas cercano que con cualquier otro eucarionte.
Asi pues, estos dos grupos, fungi y animal, se consideran grupos pares o hermanos. El linaje
mas antiguo de los hongos son los quitridiomicetos que, se calcula, se separaron de los
animales hace mas de 1500 millones de afios; este es un grupo inusual en el cual las células
generan esporas moviles (zoosporas). Por lo tanto, no es aventurado decir que el caracter de
espora movil es un rasgo que se perdio en su evolucion. La filogenia se basa en el contraste
de secuencias del SSU rRNA, util para determinar separaciones proximas entre organismos
eucariotas, pero no para muy distantes; que define diversos grupos fangicos diferenciados:
los quitridiomicetos, los zigomicetos, los glomeromicetos, los ascomicetos y, finalmente, los
basidiomicetos (Madigan et al., 2009).

De este acuerdo con la secuenciacion de una serie de genes de un conjunto de especies de
hongos, se apoyan algunas conclusiones tales como:
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Figura 4.10. Arbol filogenético de los phyla de hongos. Se Indican los tipos de estructuras
reproductivas sexuales que se han observado en cada linaje principal.
(Extraida de Freeman, 2009, p.671)

v Los quitridios incluyen a la mayor parte de los grupos fundamentales flngicos. El
resultado es congruente con la hip6tesis de una evolucion a partir de un antepasado
acuatico. Asimismo, sugiere que la transicion a tierra firme ocurrid en épocas
tempranas.

v" Los phyla Chytridiomycota y Zygomycota son parafiléticos. Ninguno de estos
presenta descendientes con un Unico ancestro comun. Esto implica que tampoco las
hifas conjugadas o los gametos nadadores evolucionaron mas de una vez, o bien,
ambos estuvieron presentes en un antepasado, pero desaparecieron en determinados
linajes.

v" El phylum Glomeromycota es monofilético. No se ha observado reproduccion sexual
en este grupo, luego se desconoce si forman esporas mediante la meiosis en el
zigosporangio.

v' Los basidiomicetes y ascomicetes son monofiléticos y son clados hermanos,
estrechamente emparentados (Freeman, 2009).

4.3.1.4. Phylum Ascomycota. Gracias a su produccion de ascas (del griego, askos. saco),
este grupo de hongos recibe su nombre. La mayoria presente en ambientes acuaticos, sus
células se caracterizan por los dos nucleos haploides de diferente caracter sexual que se
fusionan, produciendo un nacleo diploide que sufre meiosis formando ascosporas haploides.
Dentro de un cuerpo fructifero en ciertos ascomicetos son generadas estas ascas. Estas
estructuras se denominan ascocarpos. Los ascomicetos se reproducen asexualmente por
medio de la generacion de conidios que se originan por mitosis en el apice de las hifas
denominadas conidiéforos. Su papel ecosistémico es degradar plantas muertas; no obstante,
gran variedad de especies produce ectomicorrizas con arboles boscosos o constituyen parejas
simbidticas con algas verdes, cianobacterias o liquenes (Madigan et al., 2009).

El micelio de los estos hongos esta formado por hifas septadas. La reproduccion asexual que
tiene lugar mediante conididsporas es habitual en estos hongos. La reproduccion sexual de
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(Adaptada de Prescott, et al., 2002, p.605)
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estos hongos conlleva
siempre la formacién de
un asca que contiene dos

0 mas ascosporas
haploides. En los
ascomicetos mas

complejos, la formacion
del asca va precedida del
desarrollo de unas hifas
ascdgenas a cuyo interior
migran pares de nucleos.
Un nucleo de cada par se
origina en un micelio o
celula «masculina»
(anteridio), y el otro
procede de un oOrgano
«femenino» o célula
(ascogonio) que se ha
fusionado con él. A
medida que crecen las
hifas ascogenas, los
nucleos apareados se
dividen de manera que
cada célula contiene un
par de nucleos. Después
de que la hifa ascdgena
ha madurado, se produce
la fusion nuclear en las

células  madre  del
extremo de la hifa. El
nacleo  diploide  del
zigoto experimenta

después la meiosis, y los
cuatro nucleos haploides
resultantes se dividen
nuevamente por mitosis
para producir una hilera
de ocho nucleos en cada
asca en desarrollo. Estos
nicleos estan divididos
unos de otros por
tabiques. Miles de ascas
pueden estar agrupadas en
un ascocarpo, en forma de
copa o de matraz. Cuando
las ascosporas maduran, a
menudo se liberan de las



ascas con mucha fuerza. Si por casualidad se sacude el ascocarpo, puede parecer despedir
rafagas de “humo” compuestas de miles de ascosporas. Cuando llegan a un ambiente
adecuado, las ascosporas germinan e inician un nuevo ciclo (Prescott, Harley, & Klein,
2002).

En diferentes especies varian las formas tamafios y colores de los conidios. Son
caracteristicos en estos ciertos tintes que les dan coloracion a los mohos. Ciertas especies de
ascomicetos son heterotalicas, lo que supone que una hifa flngica separada s6lo se aparea
con una hifa de un tipo de apareamiento distinto. Otras son homotalicas, lo que implica que
se autofecundan y poseen la capacidad de autoaparearse. Por lo tanto, en los hongos
ascomicetos, tanto heterotalicos como homotalicos, después de que dos gametangios se
fusionan y su citoplasma se entremezcla, la reproduccion sexual tiene lugar (Solomon et al.,
2013).
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Figura 4.12. Ciclo de vida detallado de un ascomiceto comun incluyendo
reproduccion sexual y asexual.
(Adaptada de Audesirk, Audesirk, & Byers, 2013, p.411).

De los hongos saculares del Phylum Ascomycota existen mas de 32,000 especies
reconocidas, incluyendo levaduras unicelulares y especies multicelulares. Las hifas tienen
paredes transversales a intervalos regulares, y a menudo se entremezclan como elaborados
cuerpos productores de esporas. Las hifas septadas evolucionaron para dar origen al ancestro
comun de los ascomicetos y los basidiomicetos. Las paredes transversales contribuyeron al
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éxito de ambos grupos. Las hifas reforzadas con pared cruzada pueden formar cuerpos
productores de esporas mas suculentas. Las paredes transversales también dividen el
citoplasma, de modo que el dafio a una parte de la hifa no afecta al resto, evitando que esta
se seque y muera. Esta es una de las razones por las que los ascomicetos y los basidiomicetos
son mas abundantes que los zigomicetos en los lugares secos (Starr et al., 2009).

Ciertos ascomicetos sirven para la obtencion de farmacos. El caso mas relevante es el del
Penicillium chrysogenum, un hongo del suelo que sirvi6 como fuente original para la
produccién de la penicilina. Otro antibidtico, la cefalosporina, fue aislado por primera vez a
partir del Cephalosporium. Las estatinas del Aspergillus ayudan a disminuir los niveles de
colesterol, y la ciclosporina del Trichoderma contribuye a evitar el rechazo de 6rganos
trasplantados. Los ascomicetos que infectan a las plagas de plantas o animales se usan como
herbicidas o pesticidas naturales (Starr et al., 2009).

Los ascomicetos han resultado de gran valor para los humanos, puesto que han sido los méas
cercanos a estos; han servido para la elaboracion de antibidticos, asi como también han
terminado por presentar una significativa utilidad en estudios bioldgicos en los que se
profundiza en procesos citoldgicos como la sintesis de proteinas. Una gama de hongos de
este Phylum interacttan simbi6ticamente con raices formando micorrizas, y cerca de un 40%
tienen una relacién con cianobacterias o0 algas verdes para crear liquenes. En contraste, este
mismo grupo de setas son representativas por cuanto se refiere a enfermedades de origen
fangico en animales y plantas y aun en humanos. Entre los padecimientos en plantas esta la
enfermedad holandesa del olmo y el chancro para el castaiio (Solomon et al., 2013).

4.3.1.4.1. Género Penicillium. Los hongos del género Penicillium son mohos comunes que
crecen sobre muy variados sustratos (como paja, fruta, cuero, granos, etc.), sobre alimentos
preparados o sus componentes, bien sean estos de origen vegetal o animal, si hallan el agua
y los nutrientes requeridos. Gracias a Pitt, hacia 1980, que normalizé las condiciones de
cultivo y Frisvad en 1981, que considero la formacion de metabolitos secundarios para la
descripcion de especies, su identificacion fue menos cadtica al no limitarse a las
caracteristicas morfologicas (citados en Carillo,
2003). Este género se caracteriza por la
formacion de conidios en estructuras con ramas
similares a pinceles que acaban en células
conidiogenas denominadas fialides (Figura
4.13). Siendo asi, si existe un solo verticilo de
fialides, el extremo es monoverticilado. Las
ramulas, métulas, ramas y fidlides son
ramificaciones en un poliverticilado; y los
conidios originados de estas ultimas son
Illamados fialoconidios indicando su inicio
(Carillo, 2003).

biverticilado

A terverticilado =
monoverticilado

Las hifas llegan a alcanzar unradiode 1 a 1,5 p
Figura 4.13. Aspecto de penicilios. y presentan septos con un poro en el centro,
(Extraida de Carillo, 2003, p.61). invisible al microscopio 6ptico. Las paredes del
estipete, las métulas o las ramas pueden ser lisas
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equinuladas o rugosas, aunque la pared de las fialides es siempre lisa, y estas exhiben un
tamafio maximo de 15 mm, aunque la parte terminal no sobrepasa los 3 mm de largo (Carillo,
2003).

En cuanto a los medios de cultivo, para estudios taxondmicos las cepas se siembran y se
observan en condiciones de laboratorio normalizadas con sustratos como Czapek-Levadura,
Malta-Glucosa o Czapek-Glicerol; no obstante, de acuerdo con Okuda et al. (2000, Citados
por Carillo, 2003), existe una ligera variabilidad dependiendo de la fuente de agar, extracto
de levadura o agua, del mismo modo que del volumen del medio vaciado en las placas. Los
principales elementos para la identificacion de los teleomorfos son el aspecto de los
ascosporos y la aparicion de gimnotecios o cleistotecios en un lapso de entre una y tres
semanas (Carillo, 2003).

En relacion a esto, se debe tener en cuenta las posibilidades de errores ocasionales por
modificaciones casuales de la temperatura de incubacion o por la composicion del medio;
razén por la que las prueban deben repetirse siquiera una vez (Pitt, 1980, citado por Carillo,
2003). Como descripcion final, las colonias de los hongos de este género son circulares, a no
ser que haya algo que impida su crecimiento, con un reborde neto generalmente sin
fructificacion y exponiendo el color del micelio, el cual es generalmente blanco, aunque con
variaciones por especies tendientes al amarillo, anaranjado, pdrpura o pardo claro (Carillo,
2003). Concluyendo, esta misma autora cita nuevamente a Pitt (1980) al mencionar que “la
superficie de la colonia madura, o sea con sus conidios formados, puede ser: aterciopelada,
ligeramente algodonosa o con pequeiios haces (fasciculos) de conididforos™ (p.62).

4.3.1.5. Relaciones Ecoldgicas. Las plantas y los hongos poseen una gran interaccion con
plantas, pero no se restringe a la formacion de micorrizas, puesto que practicamente se han
encontrado habitando dentro de otros tejidos en todos los vegetales donde se han buscado.
Algunos enddfitos (organismos que viven dentro de otro) son patdgenos para las plantas; no
obstante, la mayoria no le causan dafio al huésped sino que le representan un aporte benéfico.
Los casos mejor estudiados se hallan en las hojas de muchas especies de césped estos hongos
endofitos beneficiosos son las especies de ascomicetos que mas habitan al interior de estas
células. Estos favorecen al vegetal al formar sustancias que son tdxicas o desagradables para
artrépodos como los hexapodos y los rebafios de mamiferos rumiantes (Audesirk, Audesirk,
& Byers, 2013).

Gracias a su capacidad para repeler a los depredadores, estos hongos han sido modelo para
la generacion de insecticidas naturales y el desarrollo de pastos sin endéfitos. Algunos
animales herbivoros de granja evitan el consumir hojas que contengan estos organismos en
su interior. Este césped que los contiene genera que los animales que lo consumen, ante la
ausencia de otras fuentes de nutricion, crezcan pobremente y mal alimentados. Asimismo,
otros sistemas flngicos, ademas de las micorrizas y los endéfitos, son relevantes en cuanto
al crecimiento y desarrollo vegetal. No obstante, hay organismos presentes en este reino que
se encargan de degradar este tipo de tejido y entorpecen el incremento de tamafio en plantas.
Tanto celulosa como lignina, ambas componentes de la madera, pueden ser digeridas por
estos ascomicetos, siendo los Unicos capaces de tal degradacion. Son precisamente estos
saprofitos los que reciclan el material de una planta o troncos muertos (Audesirk et al., 2013).
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Los hongos son conocidos por su valor en el reciclaje de materia organica mediante la
descomposicion de organismos muertos en el ecosistema, independientemente del reino al
que pertenezcan los restos. Los hongos saprofitos favorecen el sistema ciclico de las
moléculas de vegetales y animales para que regresen al medio ambiente. Estos “encargados
funerarios” igualmente ayudan a las plantas liberando importantes nutrientes al suelo.
Llegado el caso de que las bacterias y los hongos desaparecieran, los nutrientes estarian
encerrados en los materiales vegetales y animales que han fallecido, por lo cual la fertilidad
del suelo se veria afectada rapidamente y estos residuos organicos aumentarian, lo que
generaria un colapso en el entorno (Audesirk et al., 2013).

4.4, MARCO DISCIPLINAR BIOTECNOLOGICO
4.4.1 BIOTECNOLOGIA

Los cultivos, la transformacién de los alimentos, los animales domesticados y la explotacion
de las caracteristicas curativas de algunos vegetales son acciones que se datan en los inicios
de la humanidad y fueron desarrolladas partiendo del aprendizaje empirico, desconociendo
la existencia de microbios y los postulados acerca de la herencia. Iniciando el siglo XIX, la
necesidad de trabajadores para el desarrollo de una naciente industria fomenté la migracion
de la gente del campo a la ciudad, siendo acompafiados por el hambre, las enfermedades y
condiciones de salubridad insatisfactorias; de la mano con este avance hacia el progreso, en
términos comerciales, se hace indispensable la comprensién de los fenémenos de la
naturaleza para responder a las necesidades de la sociedad. Es asi que hacia 1850 surgen
nuevas ramas de la ciencia tales como la microbiologia, la genética, la bioquimica y la
inmunologia, junto con el incremento en la intervencion de la ingenieria agricola (Mufioz de
Malajovich, 2012).

Hacia 1919, Ereky, un ingeniero agronomo huangaro, plantea la primera definicion de
biotecnologia como “la ciencia de los métodos que permiten la obtencion de productos a
partir de materia prima, mediante la intervencion de organismos vivos” (citado en Mufioz de
Malajovich, 2012); quien cinco afios atrds hubiera desarrollado un enorme plan de cria de
cerdos buscando reemplazar las practicas tradicionales por una industria del capitalismo con
base en el conocimiento cientifico. Posteriormente, en pleno siglo XX, de la convergencia de
la ciencia y la tecnologia, en cuanto a electrénica e informatica respectivamente, resultan
logros significativos donde las bases de las aplicaciones se cimientan en los sistemas bidticos
en casos como la obtencidn de variedades vegetales mas productivas, elaboracion de nuevos
alimentos, tratamientos de residuos y produccion de antibidticos y enzimas (Mufioz de
Malajovich, 2012).

Debido al impacto ocasionado por las experiencias pioneras en ingenieria genética se
suscitaron cuantiosos esfuerzos por redefinir el campo biotecnoldgico. Asi, mediante
substituir la “intervencion de organismos vivos” por el “empleo de procesos moleculares y
celulares”, se intentd generar una diferenciacion ente la biotecnologia moderna y la clésica,
pero a raiz de la inmensa propagacion de técnicas de manipulacion génica, los limites entre
ambas clasificaciones terminan por diluirse y desdibujarse, excepto por el mero contexto
historico (Mufioz de Malajovich, 2012).
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De otra parte, puesto que los intereses de entes involucrados influyen en la interpretacion de
una serie de acciones, en varias ocasiones se ve reflejada la vision de los grupos profesionales
dominante. Asi, al revisar textos de la época en que la palabra “biotecnologia” empieza a
divulgarse, la autora encuentra numerosas definiciones de dicha expresion, de los cuales se
citan a continuacion los mas frecuentes, de manera textual:

v Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE): “la aplicacion
de los principios de la ciencia y la ingenieria al tratamiento de materias por agentes
bioldgicos en la produccion de bienes y servicios” (1982).

v' Oficina de Evaluacién Tecnoldgica (OTA, Office of Technology Assessment):
“biotecnologia, en un sentido amplio, incluye cualquier técnica que utilice
organismos vivos (o parte de ellos) para obtener o modificar productos, mejorar
plantas y animales, o desarrollar microorganismos para usos especificos” (1984).

v’ Federacion Europea de Biotecnologia (EFB, European Federation of Biotechnology):

“uso integrado de la bioquimica, la microbiologia y la ingenieria genética para poder

aplicar las capacidades de microorganismos, células cultivadas animales o vegetales

0 parte de los mismos en la industria, en la salud y en los procesos relacionados con

el medioambiente” (1988).

E. H. Houwink: “el uso controlado de la informacién biologica” (1989).

Organizacién de la Industria Biotecnoldgica (BIO, Biotechnology Industry

Organization): “en un sentido amplio, biotecnologia es ‘bio’ + ‘tecnologia’, es decir,

el uso de procesos bioldgicos para resolver problemas o hacer productos utiles”

(2003) (Citados en Mufioz de Malajovich, 2012, p. 29).

AN

En términos amplios, se entiende por biotecnologia como “la aplicacion de organismos vivos,
sistemas 0 procesos bioldgicos a la solucion de problemas de interés para la comunidad
mediante la generacion de innovaciones y su manufactura industrial” (Torres, S.F., p.281).
En otras palabras, “se define comiinmente como el uso de organismos vivos, o los productos
de los mismos, para el beneficio humano (o el beneficio de su entorno) con el fin de
desarrollar un producto o resolver un problema” (Thieman & Palladino, 2010, p.2). Desde
esa perspectiva, esta ciencia seria casi tan antigua como el ser humano, puesto que nacio de
la necesidad de la humanidad por conseguir y guardar alimentos para las épocas y estaciones
del afio en que resultaban mas dificiles de obtener (Torres, S.F.).

Por consiguiente, cazar animales o recolectar vegetales para el sustento no son considerados
como biotecnologia; no obstante, domesticar bévidos y évidos como ganado es un ejemplo
clasico de los inicios de esta ciencia. Del mismo modo que, algo mas recientemente, los
antiguos humanos aprovechaban los sistemas microbianos usandolos para la fermentacion en
la elaboracion de pan, productos lacteos y bebidas alcohdlicas. Por otro lado, durante
milenios se ha recurrido a la crianza selectiva o seleccion artificial para la mejora de cultivos
y mayor obtencién de beneficios procedentes de los animales de granja para propositos
alimenticios. Un ejemplo més podria ser el cultivo de especies vegetales salvajes, como
repollo o lechuga, para generar, luego de muchas generaciones, plantas modernas para
consumo humano. Estos son avances biotecnoldgicos y aplicaciones genéticas que se dieron
sin el uso de laboratorios o experimentos controlados, propiamente dichos (Thieman &
Palladino, 2010).
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4.4.1.1. Interdisciplinariedad de la Biotecnologia. De otro lado, se ha de considerar que
la biotecnologia es una especialidad de orden interdisciplinar, debido a que implica toda una
serie de ramas del saber guiados por una meta compartida como lo es la aplicacién industrial
que posibilite la distribucidn de las ventajas en la poblacion general (Figura 4.14). La biologia
en sus aspectos méas amplios, junto con la microbiologia, la genética, la biologia molecular y
la bioquimica forman parte de un extremo de la rama del arbol de conocimientos cientificos
del que la biotecnologia toma para su construccién; mientras que del otro lado se encuentran
la ingenieria de procesos y las tecnologias agroalimentarias. Esto sin intentar simplificarla,
puesto que es el resultado de la integracion y coordinacion de estas disciplinas; por tanto
cuando se habla de ella se prefiere delimitar su campo a las tecnologias de la biotecnologia
de avanzada y procesos microbiol6gicos (Torres, S.F.).
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Figura 4.14. Arbol de la biotecnologia. Las raices representan las
ciencias basicas como fundamento. El tronco, la ingenieria genética
como enfoque central. Las ramas, los distintos organismos, tecnologias y
aplicaciones.

(Extraida de Thieman y Palladino, 2010, p.5).
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A pesar de que en un primer enfoque esta implica “el uso de la biologia molecular para llevar
a cabo aplicaciones de ingenieria genética, la biotecnologia no es una disciplina de estudio
unica y limitada” (Thieman & Palladino, 2010, p.5), es, de hecho, un vasto campo del saber
por cuanto depende en gran medida de las contribuciones de varias areas de la biologia, la
quimica, la informatica, las matematicas y la ingenieria, junto con otras disciplinas como la
economia y la filosofia (Thieman & Palladino, 2010). Por tanto, es un conocimiento que es
complementado y complementa areas como “la fisiologia, la agronomia, la veterinaria,
biologia, microbiologia, biologia molecular y medicina. También involucra disciplinas de las
Ciencias Sociales, desde los aspectos éticos, del derecho, economia, politica, etc.”
(Antokoletz et al., 2014, p.39).

En cuanto a estas especialidades, las tecnologias de procesos microbiologicos se refieren al
desarrollo y uso de métodos y procesos en los que intervienen microorganismos, virus y
celulas animales o vegetales. Como tecnologia microbiana, su objetivo principal es la
seleccidn del organismo o célula mas pertinente para realizar determinado procedimiento que
convierta una sustancia o conjunto de estas en otras de interés mas representativo; esa
eleccion se lleva a cabo sobre la base de los requerimientos nutricionales, la temperatura ideal
de desarrollo y la estabilidad en las condiciones de cultivo, asi como de su interaccién con
los instrumentos dentro de los que es manipulado y de la produccién deseada (Torres, s.f.).

En ese caso, se incluye, por ejemplo, la obtencion de la enzima celulasa, producida por E.
coli, la cual es capaz de degradar la celulosa, el polisacarido que forma la pared celular de
las células vegetales. La celulasa es aprovechable para la elaboracién de alimentos para
animales que sean mas facilmente digeribles para estos; o bien para tratar el tejido con un
compuesto de estas enzimas procedentes de hongos para la fabricacion de pantalones de jean,
puesto que se degradan suavemente las fibras de celulosa de algodon resultando en una tela
mas delicada (Thieman & Palladino, 2010).

Por lo que, en esa misma linea de pensamiento, entra el disefio de los medios de cultivo, los
cuales deberan contar con los nutrientes requeridos en la concentracion apropiada, variando
segun el microorganismo y el objetivo del proceso. Siendo asi, los componentes de los
sustratos estan representados por: agua, tres fuentes de nitrégeno (compleja, orgénica e
inorgénica), una fuente de energia y carbono (generalmente glucosa, almiddn, etc.), sales
minerales y micronutrientes. De este modo, para produccion industrial los medios son
modificados con el uso de materias primas econémicas como suero de leche, melazas o
almidén de maiz, que en algunos casos son tratadas con métodos fisicos o quimicos. Ademas,
para el proceso enzimatico, el cultivo requerird de los elementos ineludibles para que la
enzima sea capaz de llevar a cabo su actividad catalitica (Antokoletz et al., 2014).

De otro lado, la biotecnologia de avanzada recibe su reconocimiento gracias a los avances
den conocimientos desarrollados de manera simultanea en distintos campos del saber tales
como la bioquimica, la enzimologia, la genética y la citologia, entre otros, sentando las bases
para la ingenieria genética y las tecnologias conexas, las que han atravesado con una gran
revolucion durante tiempos recientes debido a la manipulacién experimental de la
informacion contenida en el ADN. En otras palabras, estas técnicas en conjunto que se han
ido perfeccionando durante las ultimas décadas como resultado de las ramas del
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conocimiento mencionadas, utilizadas para la obtencidn de bienes y servicios a través de los
organismos vivos o sus productos, se denominan “biotecnologias de avanzada” (Torres, s.f.).

El cambio de una biotecnologia de laboratorio a una industrial es en gran parte debido a la
ingenieria genética por su innovacion tecnoldgica, especialmente en casos como la
produccion de la hormona del crecimiento o la insulina, reemplazando métodos de
consecucion tradicionales, o productos mas nuevos como anticuerpos monoclonales o el
arroz amarillo. No obstante, la manipulacion a nivel génico no es la unica posibilidad
disponible (Cuadro 4.3); el campo biotecnoldgico abarca actualmente una amplia area del
conocimiento, el cual emerge de la ciencia bésica, la ciencia aplicada y de otras tecnologias,
convirtiéndose en una compleja red de saberes (Mufioz de Malajovich, 2012).

Sector Tipos de productos o servicios
Energia Etanol, biogas y combustibles con base en la
biomasa.
Industria Butanol, acetona, glicerol, acidos, vitaminas. Enzimas
para otras industrias.
Medio Ambiente Recuperacion de petroleo, biorremediacion
Agricultura Abono, silaje, bioinsecticidas, biofertilizantes,

plantines libres de enfermedades, plantines de arboles
para reforestacion. Plantas transgénicas.

Pecuaria Embriones, animales transgénicos, vacunas y
medicamentos veterinarios, enzimas.

Alimentacién Panificacion, lacteos, bebidas alcoholicas y aditivos
diversos. Proteina unicelular, alimentos transgénicos.

Salud Antibioticos, medicamentos, hormonas, vacunas,
reactivos, pruebas diagnostico.

Cuadro 4.3. Productos y servicios biotecnoldgicos.
(Extraido de Mufioz, 2012, p.31).

Aun con todo esto, la biotecnologia genera opiniones disidentes, puesto que algunos sectores
la toman como una tecnologia con sus bases fundamentadas en el conocimiento cientifico,
mientras que para otros es concebida como una actividad antinatural y riesgosa; pugna que
radica mas en la pasion que en la razon por partes politicas, religiosas o ideoldgicas,
olvidando que, por cuanto es tecnologia, se caracteriza por el uso que se le dé a esta. Por lo
que habria que tener en consideracién que algunos de los procesos y productos que son
comunes a la cotidianidad actual, hace unas décadas eran impensables, y su incursion en la
vida diaria se ha dado, no obstante, sin que el conocimiento acerca de las bases cientificas
haya penetrado la cultura de manera que se abarquen los diferentes niveles educativos. El
desconocimiento aumenta el riesgo de rechazo a oportunidades promisorias que pueden
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abrirse en areas criticas como la salud, la produccion de alimento, el ambiente natural o la
adquisicion de energias (Mufioz de Malajovich, 2012).

4.4.2 APORTES PEDAGOGICOS Y DIDACTICOS

Ciencia y Tecnologia estan interconectadas cada vez mas con la cotidianidad de la sociedad.
Estas influyen el en desarrollo econdmico de una nacién mas que sélo en el tecnolégico. En
cuanto al caracter educativo, la ensefianza de tematicas en relacion a la biotecnologia plantea
una innovacién a pesar de la dificultad que representa debido a la interdisciplinariedad
mencionada con anterioridad; por no mencionar la dificultad por definirla propiamente y las
controversias del campo bioético en lo que se refiere a sus aplicaciones y consecuencias
ambientales y politicas. Ante esto es propicio que los maestros se pregunten acerca de como
incorporarlos y como ensefiarlos en el aula. Adicionalmente, la falta de formacion especifica
de los educadores plantea la clara necesidad de desarrollar recursos didacticos (Antokoletz
etal., 2014).

De otra parte, la biotecnologia ofrece a los maestros un espacio en el cual discutir en cuanto
al trabajo asociado llevado a cabo por organizaciones de cientificos naturales, sociales y
tecnodlogos, en los que se analizan las implicaciones éticas, politicas y comunales que se
desprenden de su préctica, siendo para el docente un vinculo con la inmediatez de sus
contenidos en la vida diaria. Por lo tanto, se considera relevante que durante la formacién de
educadores se disponga de posibilidades para disefiar secuencias de acciones con objetivos
concretos planteados por si mismos. De la misma manera, se deberia tener la ocasion de
trabajar en la resolucion de problemas, familiarizandose con los avances y métodos
cientificos para aprender, gracias a esas investigaciones, los procedimientos y habilidades
que le son comunes a la indagacion cientifica (Camano, 2003, citado por Antokoletz et al.,
2014).

Con esto se pretende fomentar la Alfabetizacion Cientifica, para mediante esta ensefiar al
estudiante a observar el mundo y sus fendmenos con una mirada que trascienda el sentido
comun o lo meramente relativo a los sentidos. Asi también, esta abarca la posibilidad de
aprehender y aprender las maneras en que se puede ciencia, por cuanto implica la
“formulacion de preguntas, la elaboracién de hipédtesis y la concrecion de proyectos de
investigacion que permitan acercar a los estudiantes, a través de la ciencia escolar, a la ciencia
«de los cientificos»” (Acevedo Diaz, 2004, citado en Antokoletz et al., 2014). En lo relativo
a esto, en 1994 Hodson sefiala dos aspectos centrales con oportunidad de ser ensefiados a
partir de la biotecnologia: uno de ellos es “aprender ciencia desde la adquisicion y
comprension de conocimientos conceptuales” y el otro “hacer ciencia —ciencia escolar- que
permita a los estudiantes involucrarse en investigaciones partiendo de problematicas
concreta” (como se citdé en Antokoletz et al., 2014, pp.152-153).

Desde hace algun tiempo, la alfabetizacion cientifica va de la mano de la alfabetizacion
digital, que, segun Gilster (1997, citado en Antokoletz et al., 2014), implica la capacidad de
usar la tecnologia como herramienta para organizar, evaluar, investigar y comunicar
informacién y el entendimiento de los ambitos legales y ético. Gracias al acelerado avance
en cuestiones de las Tecnologias de la Informacion y la Comunicacion (TIC) se incrementan
a su vez las posibilidades de acceso al conocimiento, pero resultaran relevantes siempre que
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se cuente con un guia o intérprete, es decir, la orientacion del maestro (Antokoletz et al.,
2014).

Finalmente, se organizan y plantean algunas propuestas para la ensefianza que fomenten el
aprendizaje significativo, especialmente en lo referente a la biotecnologia (Cuadro 4.4),
puesto que “la necesidad de construir a partir de las metodologias propuestas, estrategias que
estimulen el logro de competencias conceptuales, procedimentales y actitudinales, es
innegable” (Antokoletz et al., 2014, p.61).

Es una parte vital al facilitar la capacidad de apoyar o
Argumentacion contrarrestar ideas y elaborar puntos de vista en relacion al
mundo.

Permite que los educandos realicen la integracion entre
ciencia, tecnologia y sociedad. Tiene por objetivo final
profundizar en el anélisis de situaciones particulares y bien
descritas.

Estudios de caso

Habilitan nuevos espacios generando nuevas instancias de
produccidn de conocimientos mas alla del aula de clase.

Incorporacion de las TIC  Flexibilizan los tiempos de aprendizaje.

Permite intercambiar aportes personales e integrarlos en un
producto conjunto.

Focaliza las actividades en la valoracion del cuestionamiento
y la basqueda de respuestas por parte del alumnado. Es
fundamental que el docente formule preguntas fuertes y
provocativas que fomente el deseo de encontrar caminos de
solucion.

Segun Veglia (2012, citado en Antokoletz et al., 2014), esta
permite a los estudiantes

Indagacion observar fenomenos; evaluar explicaciones; formular
explicaciones con base en las observaciones;
comunicar y justificar sus explicaciones; construir
aprendizajes; practicar la observacion para aprender;
formular y responder preguntas; desarrollar
habilidades expositivas; debatir discutir y respetar
opiniones ajenas; confrontar y argumentar sus
observaciones; reconocer al maestro como guia y
acercarse a una modalidad de trabajo cientifico.
(pp.156-157)
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Se consideran al menos 4 sentidos grosso modo de lo que es
la modelizacion en ciencia.

v Como construccion o creacion de modelos cientificos.
Uso de modelos v Como proceso de subsumir los hechos cientificos.
v/ Como ajuste de modelos establecidos a causa de nuevos
datos.
v" Como ejercicio intelectual de aplicar modelos
preexistentes.

Cuadro 4.4. Algunas posibilidades para la ensefianza de la biotecnologia.
(Basado en Antokoletz et al., 2014)

4.5. MARCO DIDACTICO

En este apartado conceptual se enfatiza en la definicion de experimentacion, la cual no se
abordd de manera explicita en el marco pedagogico; aun asi, al considerarse trascendental
para la investigacion, se procedera a construir una definicion sintética y atil de este medio
didactico; claro esta, manteniendo la complejidad e integralidad del proyecto y a la vez
facilitando el correcto desarrollo del presente Trabajo de Grado.

4.5.1 EXPERIMENTACION

El experimento cientifico es la méas completa de todas las formas de la experiencia de la
humanidad puesto que adiciona a la observacion el hecho de controlar ciertos factores
basados en supuestos tedricos Yy, en los casos apropiados, incluye la medicién. Por tanto,
cuando se recurre a él y se direcciona a la constatacion de ideas, se torna como tal en el
método experimental; el cual es considerado como parte fundamental de la ciencia moderna
(Bunge, 2004). De otro lado, en el experimento escolar se representa un fenémeno apto para
ser estudiado desde el punto de vista de las ciencias con el objetivo de que el estudiante
descubra en él cierta regularidad (Martin, Campo, Garcia, & Wehrle, 1992). Asi pues, la
experimentacion escolar, dice Carin (1976, citado por Martin et al., 1992), posee un alto valor
a nivel educativo, lo que la convierte en una fuente de motivaciones al ofrecer la oportunidad
de llevar a cabo actividades agradables para el estudiantado.

De este modo, el experimento como medio didactico se ha venido estableciendo en la
ensefianza de las ciencias experimentales desde la creacién del concepto de practicas
didacticas, el cual, como anota Soussan (2003), es clave a la hora de potenciar en los
estudiantes una actitud critica y reflexiva antes las situaciones y fendmenos del mundo
natural. Asimismo, la experimentacion en numerosos grupos demuestra que, para consolidar
y cimentar los conceptos que posibilitaran dar respuesta a determinada problematica, los
estudiantes han de hacer frente a una serie de obstaculos para reconstruir y enriquecer sus
ideas previas, adquiridas gracias al conocimiento comdn; para esto es menester que se
exponga al alumno a situaciones en donde se desequilibren sus sistemas cognitivos y
permitan la estructuracion de unos mas complejos.
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Asi pues, el profesor reflexiona sobre de la dificultad cognitiva en la que se centra el
estudiante, puede reconocerla con precision ayudandose con otras preguntas y revelarla al
alumno. Varios obstaculos no pueden superarse durante la primera vez que se les hace frente.
De acuerdo con el grado de estructuracion de las experiencias obtenidas con anterioridad, los
nuevos conocimientos se insertan en una red incompleta, o bien, errnea; esto ocasiona que
la nueva red conceptual instalada cause confusion, puesto que es rechazada por el sistema
cognitivo que antes se ocupaba de la resolucion de estos fendmenos, Por lo tanto, es
indispensable que los alumnos enfrenten de manera practica, concreta, y experimental estas
diversas situaciones, antes que puedan estructurar definitivamente los conceptos en cuestion
(Soussan, 2003).

En la ejecucidn de la experimentacion, el error es tomado como pieza clave para el progreso
conceptual del alumno; por lo tanto, la generacion de hipdtesis y la interrogacion por un
fendmeno que se presenta complejo es fundamental si se quiere ejercer la experimentacion
en el aula, incentivar la pregunta y estructurar estudios de caso para que el estudiante se
encuentre en desequilibrio cognitivo, tenga que integrar y enriquecer sus redes de
conocimiento y accion en el mundo. De este modo, a través del laboratorio y de la generacién
de modelos experimentales, el alumno puede volcar su energia mental en construir conjeturas
y ponerlas a prueba (Soussan, 2003).
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5. METODOLOGIA
5.1. METODOS

A continuacion, se expondran los métodos que se consultaron para la realizaciéon de este
Trabajo de Grado; para facilitar su lectura se dividen en dos partes: la primera, que se
dedicara a aquellos acerca de los que se consultd para el Ensayo Experimental y la segunda,
a aquellos utilizados para la realizacién de la Investigacion Pedagogica.

5.1.1 METODOS BIOLOGICOS

5.1.1.1. Espectrofotometria. La base fundamental de los métodos espectroscopicos es la
capacidad que poseen las sustancias de absorber o emitir radiacion electromagnética. Son
empleados para conocer la concentracion de una sustancia o su disolucion. Este resulta
bastante Util si se quiere medir el crecimiento y desarrollo de un organismo; cabe aclarar que
se debe hacer la siembra en medio liquido (Aquiahuatl, 2013).

5.1.1.2. Camara de Neubauer. Es una gruesa placa de cristal similar en forma al
portaobjetos, con una medida de 30 x 70 mm y unos 4 mm de grueso. En realidad es una
sencilla cdmara, la parte central, en la cual se genera el conteo se divide en tres partes. Si se
quieren contar microorganismos, las esquinas superiores son las que se usan para la
contabilidad de esporas; el cuadrado del centro es el reservado para un recuento mas general.
Se fracciona en 25 cuadrados medianos de 0,2 mm de lado y cada uno de estos se subdivide,
a su vez, en 16 pequefios cuadrados. Se reconoce la utilidad de este método para pocas
muestras, no es recomendable para ser utilizado en el conteo de un gran nimero de estas
(Aquiahuatl, 2013).

A continuacion, se describen los métodos que se escogieron para el estudio realizado.

5.1.1.3. Peso Seco. Estatécnica, se fundamenta en el proceso de filtracién del hongo a través
de un papel tapiz colocado previamente en el embudo; al filtrarse el sustrato, el residuo del
organismo es pesado en la balanza de precision. Cabe aclarar, que antes de ser pesado eI
hongo en su medio es puesto a secar en el R s A
horno para disminuir al maximo la
distorsion de los datos (Aquiahuatl, 2013).
Para la estimacion del crecimiento
poblacional de una muestra este resulta ser
un meétodo sencillo y directo. Se necesita
una balanza (precision g x 0,001), una cesta

Imagen 5.1. Embudos.

(Fotografia de D.F. Nieto, 2018)
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para poner la muestra que puede fabricarse con papel de aluminio o bien un vidrio de reloj y
una mufla para secar la muestra. Se reconoce su utilidad en medios para cultivos puros, pero
se complica su uso en muestras obtenidas de la naturaleza. Si se quiere determinar el peso
seco, por ejemplo, de un cultivo de la levadura Saccharomyces cerevisiae, 10 ml de una
solucion homogénea de levadura se necesita centrifugar. Tras retirar el sobrenadante, se
deben verter 3 ml de una solucidn salina pura y sin contaminar para luego agitarla hasta
lograrla homogeneizar. Finalmente, 1 ml de esta nueva suspension se debe poner en un cesto
metalico y se ha de dejar secar en una estufa a temperatura promedio de 105°C (Arana,
Orrufio y Barcina, 2012).

5.1.1.4. Conteo por UFC. El conteo por medio de Unidades Formadoras de Colonias, se
basa en el conteo de bacterias u hongos en la caja de Petri. Este conteo se realiza usualmente
con instrumentos anexos, tales como el Contador de Colonias, el cual permite contar de
manera mas precisa el nimero de UFC (Aquiahuatl, 2013).

La unidad de medida que se emplea usualmente en microbiologia para la cuantificacion de
organismos es denominada Unidades Formadoras de Colonia, es decir, el nimero de
bacterias o células fangicas (levaduras)
viables en una muestra liquida o sélida. La
viabilidad es comunmente conocida como
la facilidad para multiplicarse en
condiciones normales. Es por esto que el
conteo de UFC de un cultivo de
microorganismos solo se consideran las
células viables, mientras que en el examen
microscopico se toman en cuenta, tanto
células vivas como muertas. En el interior
de un cultivo de células, una colonia debe
mostrar un crecimiento significativo; no
obstante, en el recuento de colonias no es
factible saber si una colonia surgié de una
0 varias células. Las UFC son el minimo
nimero de células contables sobre la
Imagen 5.2. Cultivo de microhongo con | superficie o en el interior de un medio de
colonias visibles. agar semisolido, que da la posibilidad de
(Fotografia de D.F. Nieto, 2018) desarrollo de una colonia visible del orden
de decenas de millones de células

descendientes. Gran cantidad de bacterias crecen en pares (diplococos), cadena
(estreptococos) o racimos (estafilococos), asi como células individuales. La estimacion del
numero de microbios por UFC es menor al numero de células vivas presentes en una muestra
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por esta razon, el recuento de UFC necesita que cada colonia esté separada (Goldman &
Green, 2015).

Cuando se trata del conteo en placa, el propoésito principal es hallar el nimero de células y su
capacidad para aumentar el nimero de colonias es determinado medio, nutrientes y
temperatura. En teoria, una sola célula, si presenta viabilidad suficiente, puede generar una
colonia completa replicandose. No obstante, en la naturaleza lo mas usual es encontrar al
progenitor como una masa de células, siendo las células solitarias una excepcion poco coman.
Asimismo, la mayoria de los microorganismos crecen en grupos o también en cadenas. Por
lo tanto, el conteo por UFC tiene en consideracion el nimero de sistemas vivos presentes,
por esta razén antes mencionada. Lo anterior se argumenta ante el hecho de que el método
de Unidades Formadoras de Colonias incluye en el conteo solo elementos con vida que estén
individualmente ubicados (Garcia, Fernandez y Paredes, 1997).

5.1.1.5. Area de Dispersion. Esta
técnica de conteo de microorganismos es
poco utilizada en el conteo de bacterias;
no obstante, en el recuento de
micromicetes es bastante Util, puesto que

/_‘\ permite evaluar de manera precisa la

dispersion de los hongos en el medio de

TTTITI cultivo. Surealizacion es bastante simple,
0.02 om se basa en colocar papel de medicién o
-+ milimetrado a contraluz en la caja de Petri

0.005 em y medir en milimetros cuadrados el area

donde el hongo se ha desarrollado
Figura5.1. Cuadricula utilizada para la medicion (Aquiahuatl, 2013).

por area de dispersion.

(Extraido de .
http:/Aww.microbiologia.com.ar/bacteriologia/fi | D€ acuerdo con Garcia et al (1997), esta
siologia.php?Mostrar=medida). si se requiere una técnica econémica y

sencilla, que utilice el material de
laboratorio disponible, esta es la adecuada. Para realizar estas mediciones es usual utilizar las
camaras de recuento; sin embargo también se puede proceder con papeles milimetrados. En
este método se encuentra una dificultad con la precisién ya que usualmente estos nimeros
poseen una gran dispersion, por lo que se realizan generalmente mediante las cAmaras de
Hawksley y la de Petroff-Hausser. En la primera se utilizan objetivos de inmersion, aunque
cabe resaltar que en la mayoria se utilizan papeles de medicion. Es necesario precisar que
este método tiene la ventaja de dar informacidn sobre la morfologia y el tamafio de la muestra
a contar.
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5.1.2 METODOS PEDAGOGICOS

Para la realizacion de este trabajo de grado, se utilizaron dos métodos de sistematizacion
pedagdgica, el primero es una guia experimental de clase y el segundo se basa en una guia
de laboratorio.

5.1.2.1. Guia Experimental de Clase. Como argumenta Tornero y Pi (2014), las guias
experimentales escolares son el medio didactico por excelencia en la incorporacion de las
ciencias en el aula. Facilitan de manera precisa y ordenada los procesos de construccion de
conceptos complejos; ademas, permiten la comunicacion efectiva entre todos los estudiantes,
potencializando el trabajo en equipo, sin descuidar su desarrollo particular. Su elaboracion y
puesta en juego se basa en tres pasos que se grafican a continuacion, el primero se fundamenta
en la interrogacion, la cual, como su nombre lo dice, consta de estudios de caso y/o preguntas
problema; la segunda fase de construccion de abordajes es clave debido a que remite a la
formacion de soluciones que configuran los estudiantes al verse enfrentados a la situacién
problema; y la tercera fase se encarga de argumentar y discutir acerca de las soluciones
halladas, puliéndolas y reconstruyéndolas en grupo.

Fase de
interrogacion. Fase de discusidn y
argumentacion en

grupo.

Fase de construccion

Figura 5.2. Fases de Desarrollo de la Guia Escolar.

5.1.2.2. Guias de Laboratorio. Como estrategia didactica, la Guia de Laboratorio supone
la sistematizacion y organizacion de una serie de pasos a realizar en el aula, en la que, a través
de sus preguntas problemas permite la reflexion y argumentacion acerca de tematicas y
conceptos cientificos. Ademas potencializa los saberes procedimentales de los estudiantes,
facilitindoles el afianzamiento de los conocimientos y asegurando una ensefianza integral
(Tornero y Pi, 2014).
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5.2. METODOLOGIA PROCEDIMENTAL

Como se vio en el apartado anterior, la mayoria de estos métodos resultaban impréacticos a la
hora de elegirlos para el presente estudio, puesto que, o bien no seguian el propoésito del
mismo o implicaban el dafio a los medios o los cultivos, lo cual dificultaria hacer seguimiento
a través del tiempo con varias mediciones. Por esta razon, se escogieron metodos para el
conteo que, ademas de proporcionar una relativa sencillez, presentara la posibilidad de
replicarse en los ambientes escolares en los que los futuros licenciados han de ejercer su
actividad educativa y su quehacer docente. En consecuencia, se prefirio realizar un registro
del crecimiento tomando en cuenta el nimero de colonias formadas por el Penicillium sp y
el area que estas ocupaban en cada caja de Petri. Para cuantificar la biomasa total al finalizar
el experimento, se utilizo la bascula de precision a fin de determinar el peso de cada muestra.
En cuanto a la produccién de la enzima celulasa se siguié un solo protocolo descrito adelante.

5.2.1 PREPARACION DE MEDIOS Y SIEMBRA DEL MICROHONGO
A continuacion, se describe la metodologia procedimental que se llevé a cabo.

Debido al nimero de variables y teniendo en cuenta que cada combinacion debia
hacerse triplicada, por protocolo, se necesitaron 54 cajas de Petri con capacidad de 40
ml cada una, las cuales fueron lavadas, secadas, envueltas en papel periddico y papel
aluminio, para ser puestas en la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Mientras tanto, los distintos medios de cultivo adicionados y modificados se
preparaban. Para completar la cantidad de liquido, se necesité de 2160 ml de agua
recién destilada, dividida en 3 beakers con 720 ml cada uno. Siguiendo las
indicaciones del Agar Papa Dextrosa (PDA), por cada litro se necesitan 39 g de
sustrato en polvo, por lo que a cada beaker se le adiciond 28,08 g de PDA, méas un
excedente de entre 1,5 gy 2 g; esto debido a la posible pérdida de consistencia durante
el proceso (Imagen 5.3). De acuerdo con Paez (2014) se requiere de una adicion de
celulosa en una proporcién de 5 g/L; por tanto, a cada beaker se le agrego6 3,6 g de
esta, tal como se ve en la Imagen 5.3 seccion B.

Imagen 5.3. Agar Papa
Dextrosa y Celulosa en la
bascula de precision.

A. PDA

B. Celulosa
(Fotografias de D.F.
Nieto, 2018).
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Para la modificacion del pH se utilizé el potenciémetro adicionando Acido Sulfurico
(H2SO4) e Hidroxido de Sodio (NaOH) a los medios en beakers para acidificar y
alcalinizar el medio, respectivamente hasta los valores de 5,42 y 8,63. El otro beaker
se dejo con un pH neutro de 7,11 (Imagen 5.4).

Mas adelante, se tomaron y enumeraron 54
beakers de menor tamafio (50 ml) a los
cuales se les agrego 1,2 g del monosacarido
correspondiente, lo que representa un 3%
en relacion al medio que estaria presente en
cada caja de Petri. La distribucion de la
numeracion se realizo tal como se expresa
enla Tabla5.1.

Imagen 5.4. Potenciémetro con los 3 pH
utilizados para el estudio.

A. Medida pH neutro
B. Medida pH é4cido
C. Medida pH basico

(Fotografias de D.F. Nieto, 2018)
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Tabla 5.1. Numeracion de los Medios de Cultivo del Estudio Principal.

A la vez, se procedio a colocar los beakers grandes en una plancha de calentamiento
con agitacién magnética para hervir la mezcla de PDA, celulosa y agua destilada. Para
asi, con la utilizacién de probetas, se midieron 40 ml de medio de cultivo que fue
adicionado a los recipientes correspondientes.
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Imagen 5.5. Preparacion de los
medios de cultivo.

A. Beakers numeradosy con el
azucar correspondiente.

B. Medios en los beakers.

C. Medios en la autoclave.

D. Cajas de Petri servidas y
selladas.

E. Cajas en la incubadora.

F. Cémara de Flujo Laminar
con mecheros encendidos.

(Fotografias de D.F. Nieto,
2018).

Una vez listos todos los medios de cultivo, se sellaron con papel aluminio y se
esterilizaron en la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Pasado este tiempo, mas el requerido para la descompresion del aparato, se sirvieron
los medios calientes en las cajas de Petri, (hnumeradas de forma idéntica), en un
ambiente estéril mediante el uso de varios mecheros encendidos y fueron selladas con
plastico Vinipel.

En este punto, debido a dinamicas ajenas al control de los autores, se debid dejar
gelificar los medios durante una semana en la incubadora a 23°C.

Por tanto, luego de ese lapso se procedio a realizar la siembra del microhongo en la
Céamara de Flujo Laminar con cinco mecheros encendidos, buscando la mayor asepsia
posible para evitar la contaminacién con otros microorganismos. Este procedimiento
se llevo a cabo usando el asa para hongos esterilizada a fuego y enfriada en el medio
a sembrar, se extrajo una muestra del hongo (proveniente del estudio piloto), se colocd
en el centro de la caja de Petri, la cual se sell6 con papel Parafilm y se mantuvo a
temperatura constante de 23,1 + 0,1°C en la incubadora.

Imagen 5.6. Siembra realizada.

A. Cajas sembradas y selladas con
Parafilm.

B. Medios sembrados y
depositados homogéneamente
en la incubadora.

(Fotografias de D.F. Nieto, 2018).




5.2.2 MEDICIONES DE CRECIMIENTO

El dia de la siembra se registr6 como “Dia 0”, empezando a contar asi desde el
siguiente, cuando se hizo revision por primera vez del proceso y para facilitar la
esporulacion, (puesto que esta variable no es parte del estudio), se agitaron
suavemente todas las cajas y se dejaron nuevamente en la incubadora.

Al dia 2 se hizo una nueva revision, pero se encontré que las colonias que se
empezaron a formar eran aun demasiado inmaduras, por lo cual, para llevar a cabo la
medicion mediante este método, se decidid tener en cuenta Unicamente aquellas
colonias que presentaran cierto grado de maduracién representado por el tono de color

verde PANTONE 3415 de acuerdo con la escala de colores de la Figura 5.3.

PANTONE 3292
PANTONE 331
PANTONE 333
PANTONE 335
PANTONE 337
PANTONE 339
PANTONE 340
PANTONE 3405
PANTONE 3415
PANTONE 346
PANTONE 347
PANTONE 348
PANTONE 351
PANTONE 353
PANTONE 354
PANTONE 358

Figura 5.3. Escala Internacional de Colores Pantone.
(Fragmento extraido de:
http://www.instaladoresonline.com/colores_pantone.html)

Del mismo modo, para la
medicion mediante el area
que ocupaban las colonias de
Penicillium sp., se tenian en
cuenta las mismas que para el
otro método, ignorando las
demas; o en su defecto, se
consideraron aquellas que
presentaron mayor grado de
maduracion en algunas cajas.

Siendo asi, para el conteo de
colonias formadas en cada
medio, se utilizé el Contador
de Colonias, con el fin de que
gracias al aumento que este

proporciona y la luz emitida, se pudiera diferenciar con mayor nitidez los limites de

cada una. Por otro lado, para la medicion de la superficie que iban ocupando, se utilizd

una hoja de papel milimetrado, razon por la cual los datos recolectados se expresaron
2

en mm-.

En ese orden de ideas, el primer conteo
efectivo, tanto por un método como por el otro,
se realizo al Dia 3 de crecimiento,
posteriormente en los Dias 5, 8, 9y 10.

Imagen 5.7. Medios de cultivo en el
Dia 2 de crecimiento.

Se muestran algunas de las cajas de
Petri  con  distintos  medios
evidenciando colonias inmaduras.
(Fotografias de D.F. Nieto, 2018)
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Siendo asi, todas las cajas de Petri permanecieron en la incubadora durante todo el
proceso experimental, excepto durante el tiempo en que se realizaban las mediciones.
Los datos recolectados se expresan en el siguiente capitulo Resultados y Discusion.
A continuacion, en la Imagen 5.8 se muestran algunos de los medios en distintos dias
de la medicion.

Debido al crecimiento avanzado
al finalizar el experimento,
momento en que la mayoria de
las cajas estaban casi llenas con
colonias maduras y unas pocas
inmaduras, la prueba de Rojo
Congo resultada impractica.

Imagen 5.8. Medios de cultivo
durante el proceso experimental.

A.y B. Medios en el Dia 3.
C. Medio en el Dia 8.
D. Medio en el Dia 10.

Se evidencia una diferenciacién
en el crecimiento del hongo en
distintos medios.

(Fotografias de D.F. Nieto,
2018)

De este modo, en la Imagen 5.9 se muestra una de las pocas cajas donde podria
realizarse este test, evidenciando un anillo de color diferente méas claro o con
tonalidad amarilla, similar a como es descrito por Paez (2014, citando a Jiménez,
2008); no obstante, debido a la imposibilidad de realizar esto en todos los medios para
obtener datos concluyentes, la prueba en este
punto se descarto.

Imagen 5.9. Prueba de Rojo Congo en
uno de los medios.

La prueba se realiza agregando 10
gotas de Rojo Congo al 1%, agitando y
lavando con Hidroxido de Sodio al 5%
(Jiménez, 2008. Citado por Péez,
2014).

(Fotografia de D.F. Nieto, 2018).
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Por tanto, se prosiguio con el dltimo método utilizado para medir el crecimiento
mediante el peso de la biomasa presente en cada uno de los medios. Cabe aclarar que
este tipo de medicion sélo arroja un Unico dato definitivo, mientras que los demas
proporcionan una serie de estos facilitando la construccion de curvas de crecimiento.
Asi pues, la eleccién y modificacion especifica de estos 3 modos de registrar el
crecimiento fungico se realizé teniendo en cuenta el objetivo de que esta practica y
otras similares pueda ser adaptadas y ejecutada en la mayoria de Instituciones
Educativas donde los Maestros en Formacion vayan a ejercer como profesionales.

En consecuencia, para el peso de la biomasa total, las cajas de Petri fueron colocadas
en un recipiente plastico para ser introducidas en el Horno de Microondas durante un
periodo equivalente a 45 o 60 segundos por cada una, dependiendo del caso, para que
los medios gelificados volvieran a ser liquidos por el proceso de fusion, permitiendo
asi separar la capa superior creada por los hongos, los cuales flotan en los sustratos y
pueden ser extraidos y secados en toallas de papel. Pasados unos minutos, durante los
cuales la materia flngica se seca, se llevd una por una todas las muestras a la bascula
de precision, de donde se registro el dato obtenido.

Imagen 5.10. Determinacion
de Biomasa Fungica.

A. Cajas de Petri en el
recipiente plastico.

B. Recipiente con los
medios en el Horno
de Microondas.

C. Biomasa flngica en
Bascula de
Precision.

(Fotografias de D.F. Nieto,
2018)

5.2.3 MEDICION DE LA PRODUCCION DE ENZIMA CELULASA

Por los motivos ya explicados, resultd necesaria la realizacion de un nuevo ensayo
experimental para llevar a cabo la medicion de la produccion de la enzima celulolitica; razon
por la cual se prepararon cincuenta y cuatro (54) nuevos medios de cultivo, pero en esta
ocasion, siguiendo otro protocolo, se eligio trabajar con un sustrato liquido preparado con
Extracto de Malta (EM), Glucosa y Peptona. Por Tanto, en esta ocasion no se utilizaron cajas
de Petri sino tubos de ensayo con tapa rosca, cada uno con una capacidad para 16 ml, los
cuales también fueron esterilizados en la autoclave a 121° C durante 15 minutos.
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Siendo asi, teniendo en cuenta las proporciones de EM, Glucosa y Peptona (20 g/L,
20 g/L y 1 g/L, respectivamente), se prepararon 864 ml de sustrato divididos en tres
vasos de precipitado con 288 ml cada uno, a los cuales se les vario6 el pH adicionando
acido sulfurico e hidroxido de sodio, tal como en el otro ensayo, hasta unos valores
de 3,99, 6,0 y 7,56, siendo, en ese orden, el medio &cido, el medio inalterado o
“neutro” y el medio basico (Imagen 5.11).

El Caldo de Cultivo de cada
recipiente fue preparado con
estos componentes en
cantidades respectivas de 5,76
g para el Extracto de Malta y
para la Glucosa; mientras que
la adicién de Peptona fue de
solo 0,28 g; asimismo fue
enriquecido de manera
primaria con 1,44 g de celulosa,
lo cual representa la misma
concentracion de esta que en el
estudio para el crecimiento del
hongo (5 g/L).

Paralelamente, siguiendo la

misma légica del estudio

Imagen 5.11. Potenciometro con los 3 pH utilizados para el
estudio de produccion de enzima celulolitica.

A. Medida pH inalterado o “neutro”
B. Medida pH é&cido

previo, se agregaron a cada
tubo 048 g de cada
monosacarido  siguiendo el
mismo orden establecido en la

C. Medida pH basico Tabla 5.1; lo que equivale a un
(Fotografias de D.F. Nieto, 2018) 3% de la capacidad de cada
recipiente.

De este modo, tras hervir los tres Caldos de Cultivo en la plancha de calentamiento
con agitacion magnética, se procedio a verterlos en los tubos de ensayo con tapa rosca
conteniendo los monosacéridos respectivos. Finalizado este procedimiento, se
llevaron a la autoclave para esterilizacion a 121° C durante otros quince minutos.

Asi pues, al dia siguiente se procedié a hacer la inoculacion del hongo, la cual, de
manera similar al ensayo previo, se llevé a cabo en la Camara de Flujo Laminar en
condiciones idénticas. Para esto, se tomd un asa con la cual se hizo un raspado de la
cepa obtenida en uno de los cultivos del estudio piloto y se inoculd con ella cada uno
de los 54 tubos que, una vez sembrados, fueron puestos en la incubadora a una
temperatura constante de 23,3 + 0,1° C (Imagen 5.12).
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Siguiendo la misma estructura
del estudio del crecimiento el
dia de la siembra es
contabilizado como Dia 0; de
tal manera que la prueba se
llevé a cabo en el dia 16.

Para la realizacion de esta
prueba resulta importante tener
en cuenta un par de
consideraciones. En primer
lugar, la celulosa es un
homopolisacarido puesto que
“es un biopolimero compuesto
exclusivamente de moléculas
de B-glucosa [...] formando
una estructura cristalina
resistente a la hidrolisis y
A. Tubos con Caldo de Cultivo en la Camara de Flujo | regiones amorfas susceptibles a

Laminar. la degradacion enzimatica. Al
B. Inoculacion del hongo en los tubos. hidrolizarse  totalmente  se
C. Tubos con Caldo de Cultivo inoculados en la | gptiene glucosa” (Escobar, RUa,
incubadora.

Imagen 5.12. Caldos de cultivo e inoculacion.

Silva, Venturini & Mambeli,
(Fotografias de D.F. Nieto, 2018) 2015, p.142). De este modo, la
enzima encargada de tal
degradacidn es la celulasa; y sabiendo que los polisacaridos, al igual que “los disacaridos no
pueden entrar en las células sin haber sido previamente hidrolizados” (Nelson & Cox, 2005,
p.535), se entiende que el Penicillium sp., al producir esta enzima celulolitica, aumentaria la
concentracion de glucosa en el medio y, a su vez, disminuiria los niveles de celulosa.

En ese orden de ideas, ante la dificultad para hallar un protocolo cuantitativo
apropiado; asimismo como la consecucién de determinados reactivos y/o
instrumentos, se opto por realizar una prueba con base en la transmitancia registrada
por el espectrofotdmetro afiadiendo el compuesto orto-toluidina teniendo como
fundamento el hecho de que esta se utiliza en la determinacion de la glucosa gracias
a una reaccion de condensacion (Brilla, Schosinsky, Esquivel & Chavarria, 1977).

Por tanto, para calibrar el espectrofotometro a absorbancia 0, se elabor6 un patrén de
glucosa de reserva, el cual se hizo diluyendo 1 g de glucosa anhidrida en 100 ml de
agua destilada junto con &cido benzoico (Brilla et al., 1977). Este ultimo se realiz
tomando un gramo de acido cristalizado para transferirlo a un tubo de ensayo limpio
y seco. Se afiadieron 20 gotas de alcohol acetona y se agitd; para finalmente continuar
agregandole gradualmente hasta que se hubiesen diluido los cristales (Andnimo,
2017).
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A la vez, se prepar6 un tubo de ensayo con Caldo de Cultivo Control, siguiendo las
mismas especificaciones mencionadas con anterioridad, excluyendo la glucosa,
agregandole Unicamente 0,48 g. Esto para establecer la curva de calibracién, junto
con otros tubos idénticos con concentraciones de 0,28 g, 0,38g y 0,58 g del mismo
azucar.

Hecho esto, se tomaron uno a uno los 54 medios de cultivo y se colocaron en cubetas
de cristal para ser introducidas al espectrofotometro, momento en el que se le agregd
una gota de O-Toluidina a cada una y se procedio a registrar la medicion obtenida en
términos de Transmitancia.

Imagen 5.13. Prueba de
Transmitancia en  los
Caldos de cultivo.

A. Espectrofotémetro con
el registro del patron de
glucosa de reserva.

B. Cuatro Caldos de
Cultivo vertidos en las
cubetas de cristal y
colocados en el
espectrofotometro.

.

oY Y En oEn

5.2.4 INTERVENCION DIDACTICA

Una vez acordado con el profesor titular de la asignatura, se decidi6 trabajar con los
estudiantes de Tercer Semestre de la Licenciatura en Biologia en el componente de Quimica
Analitica 2018-1, en los dos grupos. Con el fin de evitar distracciones, el docente a cargo
permiti6 el dominio absoluto de la intervencidn por parte de los autores del presente trabajo
sin su presencia en el laboratorio, habiendo avisado de antemano a los estudiantes acerca del
proyecto y la aplicacion académica.
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Para llevar a cabo este acompafiamiento, se elaboré una Guia de Actividades en el Aula
(Anexo A) en la cual se presentaban tres principales momentos: inicialmente se busco
determinar los conceptos previos a la clase
que tienen los futuros licenciados acerca de
azucares simples; en segundo lugar, una
explicacién apoyada en diapositivas con
relacion a la estructura y composicién de
los monosacéridos; y de esa misma manera
la tercera parte, que incluia lo relativo al
metabolismo bésico de los monosacéridos.
Adicionalmente, se dejé una actividad
complementaria con el manejo de variables
en estudios cientificos como tema central.

En ese orden de ideas, la primera parte
consto de una revision y guia de lo que los
estudiantes sabian y/o consideraban acerca
de los monosacaridos y las implicaciones
de su consumo excesivo. En el segundo
momento, se llevd a cabo una primera
explicacién tedrica de las generalidades y
caracteristicas de glacidos y, de manera
mas especifica, de los azlcares simples
Imagen 5.14. Modelos de monosacaridos | para que posteriormente, con el fin de
realizados por los estudiantes de Quimica | reconocer los conocimientos que poseen en
Analitica. lo relativo a la quimica organica, los

Las bolas rojas representan Carbono (C), las | Maestros —en  Formacion de Tercer
azules Oxigeno () y las blancas Hidrogeno (H). | Semestre realizaran unos modelos de
moléculas de distintos monosacaridos,

identificando nimeros de enlaces segun la
valencia del elemento, grupos funcionales
y la nomenclatura de estos compuestos
dependiendo de dos caracteristicas
principales: el nimero de carbonos y la ubicacion del grupo carbonilo (Imagen 5.14).
Finalmente, en la Gltima hora de la clase, se explicaron las reacciones propias de la glucolisis
y se intervino en relacién a la glucogénesis, resolviendo las dudas que pudieron generarse;
para cerrar la primera intervencion con una breve introduccion a las variables y su manejo,
apoyandose para la clase en una corta serie de diapositivas (Anexo B).

A.y B. Modelos del Grupo 1.
C. D.y E. Modelos del Grupo 2
(Fotografias de D.F. Nieto, 2018)

De manera previa a la segunda intervencion, se llevo a cabo la preparacion de 18 medios de
cultivo mas usando Glucosa, Xilosa y Fructosa, con la variacion del pH hacia la acidez y la
basicidad (mediante acido sulfarico e hidréxido de sodio, respectivamente), dejando 6 de
estos en estado neutro. De este modo, se obtuvieron las variaciones de cada monosacérido
con los tres pH, reservando 9 cajas de Petri, divididas equitativamente, para cada uno de los
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dos grupos de estudiantes del componente. Asi pues, estos medios fueron sembrados con la
cepa del hongo, con el fin de que ellos pudieran replicar los métodos de medicion utilizados
durante el ensayo experimental, favoreciendo el fortalecimiento de la organizacion, analisis
y manejo de variables en estudios cientificos.

Imagen 5.15. Realizacion de medios de cultivo por parte de
los estudiantes de Quimica Analitica.

A.y B. Estudiantes preparando los medios de cultivo
dias antes de la clase.

C. Penicillium sp sembrado por los estudiantes en los
medios preparados por sus comparieros.

(Fotografias de D.F. Nieto, 2018)

Puesto que se ha reconocido la
importancia de la participacion
de los estudiantes en todas las
etapas de la construccion del
conocimiento, con anterioridad
a la segunda clase, se realizo
también una nueva preparacion
de 6 medios de cultivo para
cada grupo de estudiantes
(Grupo 1 y 2) por parte de
algunos de ellos mismos bajo la
guia de los autores del presente
Trabajo de Grado durante dos
dias distintos, en los que
variaron el pH en 4 de ellos, 2
disminuidos (4cidos) y 2
aumentados  (bésicos) Yy
enriquecieron los sustratos con
los 5 monosacéridos utilizados
en el ensayo experimental méas
uno que mantuvieron como
control (Imagen 5.15).

Durante la segunda sesion de
clase programada se desarrollo
la actividad practica de
laboratorio (Anexo C) en la que
se explicd paso a paso el
porqué de cada requerimiento
del protocolo; asi, en los
medios preparados por sus
propios comparieros, llevaron a
cabo la  siembra  del
microhongo. En este punto,
debido a la limitacion del
tiempo y gracias a la prevision
de los autores, se les

presentaron las cajas de Petri preparadas y sembradas con anterioridad, en las cuales ya habia
crecido el Penicillium sp y se habia desarrollado de tal modo que fuera posible para ellos
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realizar las mediciones del crecimiento siguiendo, entre todos, las indicaciones del Maestro
encargado, de modo tal que conjuntamente todo el grupo obtuviese los datos necesarios para
el andlisis posterior. Asimismo, mientras se llevaba a cabo el protocolo descrito para el
calculo de la biomasa con un representante por mesa de trabajo, los demas efectuaron los
ensayos de Barfoed, Seliwanoff y Bial, tal como se encuentran descritos en el anexo
mencionado, al final del presente documento de Trabajo de Grado.

5.3. PLANTEAMIENTO Y DEFINICION DE LA HIPOTESIS

A continuacion, se presentard la hipotesis general del estudio, cuyo fundamento es el proceso
de formacion en manejo de variables, su potenciacion y desarrollo a través del experimento
en los estudiantes de Tercer Semestre del PCLB. Posteriormente se muestra la hipotesis
especifica del estudio biotecnoldgico experimental con el Hongo del Género Penicillium.

5.3.1 HIPOTESIS GENERAL

La ensefianza basada en la experimentacion y la practica de laboratorio, por medio del ensayo
con el Penicillium sp respecto a la incidencia que tiene la variacion del pH y el monosacéarido
presente en el sustrato en su crecimiento y desarrollo, asi como también en la produccion de
la enzima catalitica celulasa, potencia y facilita el desarrollo del pensamiento cientifico
representado en el manejo de variables en estudiantes de Tercer Semestre del PCLB.

5.3.2 HIPOTESIS DEL ESTUDIO BIOTECNOLOGICO

La presencia de distintos monosacaridos y la variacion del pH en el medio de cultivo incide
en el crecimiento (poblacional) y desarrollo del Penicillium sp., afectando de esa misma
manera su produccion de la enzima celulolitica celulasa debido a la absorcion y asimilacion
diferencial, por parte de este microhongo, de los cinco diferentes glucidos disueltos en el
sustrato en relacion, igualmente, con los tres grados de acidez o basicidad utilizados.

5.4. VARIABLES E INDICADORES

Para el presente Trabajo de Grado se establecid bajo el margen de una serie de variables
desde el ambito disciplinar, siendo estas, la variacion del pH y la presencia de cinco distintos
monosacaridos en el sustrato disponible en el medio de cultivo para el hongo, como
independientes; y la tasa de crecimiento y la produccion de la enzima celulolitica celulasa,
como dependientes. Asimismao, se decidié no incluir la temperatura como una variable puesto
que las células son sistemas isotérmicos que trabajan a temperaturas basicamente constantes,
por lo que el flujo de calor no es una fuente de energia, puesto que este puede realizar trabajo
Unicamente cuando pasa a un objeto o a una zona mas fria (Nelson & Cox, 2005).

Por otra parte, desde la vision pedagogica, se manejo la variable dependiente consistente el
desarrollo del pensamiento cientifico experimental en estudiantes de Tercer Semestre,
representado en la habilidad y manejo de variables en estudios Biotecnoldgicos como método
para afianzar e integrar los conocimientos propios de la ciencia y la didactica propios de los
futuros Licenciados en Biologia; siendo asi las independientes los dos momentos de
intervencion, representados por la ensefianza acerca de los monosacaridos (Anexos A 'y B),
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junto con la realizacién de un laboratorio experimental con monosacaridos y el microhongo
(Anexo C).

Como indicadores de estas variables se utilizaron una serie de tablas en las que se registraba
el crecimiento mediante tres distintos métodos, asi como uno distinto para la produccién
enzimatica, siendo las unidades de medida el nimero de Unidades Formadoras de Colonia,
el Area de Dispersion en mm?y el Gramaje de la Biomasa, para el primer caso; y la medicion
de la Transmitancia en los medios de cultivo liquidos, para el segundo. En cuanto a la
intervencion pedagogica con los estudiantes de Tercer Semestre del PCLB 2018-I, se recurrid
a las respuestas dadas por los futuros licenciados a las preguntas de la guia previa (Anexo A)
y los Informes de Laboratorio que fueron entregados.

5.5. POBLACION

La poblacion seleccionada para enfocar la préctica del presente Trabajo de Grado fue
escogida en conjunto con el asesor y se llegé al acuerdo de llevarla a cabo con el grupo de
estudiantes del Eje Curricular Diversidad del Proyecto Curricular de la Licenciatura en
Biologia de la Universidad Pedagdgica Nacional, puesto que representaba una ventaja a la
hora de que el profesor titular cediese unas horas de clase para la aplicacion de este ensayo
experimental, base del Proyecto descrito en este documento. De otra parte, se presentaba la
necesidad de realizar esta intervencion debido a que, por causas ajenas al control del cuerpo
de educadores de la UPN, el semestre anterior se desplegd una serie de inconvenientes para
la ejecucion de todas las clases en la mayoria de los componentes del Eje Curricular
Crecimiento y Desarrollo, razon por la cual, el cuerpo estudiantil no tuvo la oportunidad de
acceder a la totalidad del conocimiento impartido en el plan de estudios de Quimica Organica.
De esta manera, este trabajo se justifica por si mismo desde ese punto de vista como un
intento de subsanar algunos de los vacios conceptuales que podrian presentar quienes estan
cursando la asignatura de Quimica Analitica.

5.6. MUESTRA

La muestra seleccionada para el presente estudio fue una cepa de Penicillium sp por cuanto
no se presentaban dificultades de orden legal para la obtencién del organismo, gracias a su
disponibilidad en el cepario del Departamento de Biologia de la UPN. Asimismo, representa
un biosistema no patégeno, lo que confirma la seguridad de recurrir a él para practicas
educativas en las distintas instituciones del pais. De otro lado, se conoce de manera
cualitativa que ascomicetos del mismo género de este microhongo (y este mismo per se)
produce enzimas de interés biotecnoldgico tales como la celulasa.

Este interés e importancia de orden biotecnoldgico las enzimas celuloliticas es expuesto por
Ovando y Waliszewski (2005) cuando dicen que, debido a la naturaleza quimica de
compuestos vegetales, la industria extractiva de algunos de estos se ve enfrentada a algunos
inconvenientes por su dificultad en la extraccion como tal y el consumo de tiempo para dicho
proceso. En este punto reconocen la importancia de la aplicacion de enzimas como alternativa
para contrarrestar los problemas a la hora de obtener aceites esenciales y comestibles, la
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produccion de jugos de fruta o de vegetales, y la elaboracion de pigmentos, saborizantes y
aromas.

Imagen 5.16. Vista microscépica del Penicillium sp.

Para la observacion de microhongos resulta Gtil la tincion con azul de lactofenol. No obstante,
por razones de orden econdémico, otra opcion puede ser el azul de metileno.

A. Vista con azul de metileno con el objetivo de 100X.
B. Vista con azul de lactofenol con objetivo de 40X.
C. Vista con azul de lactofenol con objetivo de 100X.

En By C se pueden apreciar los conidios caracteristicos que recuerdan morfolégicamente a un
pincel, con terminacion en fialides.

(Fotografias de D.F. Nieto, 2018)

5.7. INSTRUMENTOS Y MATERIALES

Los instrumentos usados en esta investigacion se fundamentaron en el uso de dos estrategias
de adquisicion de datos, la primera la Guia didactica (Anexo A), en la cual los estudiantes
ubican sus ideas previas, y el posterior desarrollo de contenido para finalmente representar
por medio de gréficas y tablas la resolucién de los estudios de caso ubicados para comprender
e interpretar el nivel de estos para manejar hip6tesis bioldgicas. El segundo instrumento se
encuentra en la Guia de Laboratorio (Anexo C), donde por medio de la experimentacién en
laboratorio los estudiantes consignan sus avances experimentales y se observa el manejo de
variables, ya habiéndoles ensefiado los protocolos de investigacion con Penicillium sp, lo
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cual permite observar el contraste para la posterior realizacion de conclusiones y resultados
(Dobles, Zufiga & Garcia, 1996). Asi como también se recurrié a una evaluacion docente de
la practica llevada a cabo y los informes de laboratorio entregados por los estudiantes. Del
mismo modo, por cuanto se refiere al ensayo experimental per se, se utilizaron las Tablas y
Gréficas presentes en el siguiente capitulo.

Asimismo, a continuacion, se presenta una lista ilustrativa de los materiales de los que se
hizo uso a lo largo de todo el proceso biol6gico y educativo.

Instrumento Fotografia Instrumento Fotografia
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Tabla 5.2. Listado de todos los materiales utilizados durante la construccion del Ensayo
Experimental y la Intervencion Didactica propios del presente Trabajo de Grado.

(Fotografias de D.F. Nieto, 2018).

5.8. ESTUDIO PILOTO

Como parte del proceso de desarrollo del presente Trabajo de Grado, se tuvo que llevar a
cabo un estudio piloto en el cual se comprobaron las variables del disefio experimental a fin
de confirmar que a partir de estas se pudieran obtener resultados. Por otro lado, permitié
fortalecer las habilidades de laboratorio, en autores y estudiantes, e identificar las posibles
dificultades logisticas que se podrian presentar durante la elaboracién del estudio principal.
Asi pues, se describira a continuacion la estructura metodolégica que se tuvo en cuenta.

Como primera medida, se eligio trabajar con cajas de Petri con capacidad de 20 ml, puesto
que se considerd innecesario utilizar de mayor tamafio al tener en cuenta que solo se requeria
comprobar la efectividad y factibilidad del estudio. Por tanto, al igual que se hizo
posteriormente en el ensayo experimental principal, se modificaron algunas variables
independientes, a saber: el pH del sustrato, la adicion de cinco diferentes monosacaridos al
medio de cultivo PDA vy, (de manera anexa en relacion al disefio primordial para este
documento), las concentraciones de estos Ultimos. De esta manera, se seleccionaron los
azucares simples Glucosa, Xilosa, Fructosa, Galactosa y Arabinosa en cantidades
representativas relativas a la cantidad de Agar, esto es, 5% (1 g), 3% (0,6 g) y 1,5% (0,3 g).
De otra parte, el pH se varié usando Hidroxido de Sodio (NaOH) y Acido Sulftrico (H2SOa)
para la basicidad y acidez respectivamente, de tal forma que se elevara y disminuyera en
aproximadamente una unidad (110,3).
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En ese orden de ideas, se prepararon 45 medios diferentes, adicionando los monosacaridos

al PDA, numerados asi:
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Tabla 5.3. Numeracion de los Medios de cultivo del estudio piloto.

Previamente, las 45 cajas de Petri fueron lavadas y esterilizadas en la autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Posteriormente, usando la bascula de precision, se preparé el medio de
cultivo en un beaker agregando 35,1 g de PDA a 900 ml de agua destilada (20 ml/caja),
S|gU|endo las indicaciones del sustrato (39 g/L), para luego ser colocado en la plancha para

Imagen 5.17. Medios de cultivo
modificados. (Fotografia de D.F.
Nieto, 2018).

calentarlo y agitarlo simultdneamente.

Mientras tanto, se pesaron y adicionaron los distintos
monosacaridos en las concentraciones especificadas
en 45 matraces Erlenmeyer, donde se agregd 20ml de
medio de cultivo preparado a cada uno. Habiendo
diluido, tanto el hidréxido como el &cido en agua
destilada, se aplicaron entre una y cinco gotas en cada
recipiente a fin de bajar o subir los valores de pH, lo
cual se confirmd con ayuda de Papel Tornasol y el
potenciometro. Los sustratos modificados ya listos
fueron agitados y sellados para su esterilizacion en la
autoclave en las mismas condiciones descritas
anteriormente.

A través de este ensayo se comprobd la efectividad del
montaje del experimento pues en todos los medios se
presentd crecimiento fungico. Por esta razon, se
seleccionaron las variantes de los medios con glucosa
para repetir el procedimiento, esta vez para la siembra
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y  reproduccion  del microhongo
Penicillium sp. Una vez preparados y
esterilizados los nuevos medios con
glucosa, se vertieron en cajas de Petri, se
sellaron con plastico Vinipel y se colocaron
en la incubadora hasta el dia siguiente.

Pasadas 24 horas, se procedio a realizar la
siembra en la Camara de Flujo Laminar y
finalmente se devolvieron a la incubadora
donde permanecieron durante una semana
a 23 + 0,4°C. Cumplido ese tiempo se
comprobd el crecimiento Unico del hongo
elegido tal como se ve en la Imagen 5.18,
gracias a lo cual se escoge usar una
concentracion de monosacarido del 3% en
relacién con la capacidad de la caja de Petri
para el agar. A partir de estos cultivos se | Imagen 5.18. Penicillium sp obtenido del
extrajo la muestra que representaria la cepa | estudio piloto.

de siembra para el estudio principal. A. Medios écidos.
) B. Medios neutros.
Por otro lado, la produccidn de celulasa fue | C. Medios basicos.

minima debido a la carencia de celulosaen | D. E. & F. Muestras individuales de estos
el medio, lo que se corrigié para el ensayo | cultivos vistos en el contador de colonias.
experimental principal. Esta se probo | (Fotografias de D.F. Nieto, 2018).

mediante el test de Rojo Congo descrito por
Jiménez (2008, citado por Paez, 2014).

5.9. TIPO DE ESTUDIO

A continuacién, se muestran las bases metodoldgicas investigativas en las cuales se
fundament6 el presente Proyecto de Grado, describiendo el paradigma, el enfoque y los
métodos didacticos.

5.9.1 PARADIGMA

El proyecto se basé en el paradigma Interpretativo. Este paradigma se fundamenta en la
actividad comprensiva de la realidad, entendiendo desde las raices epistemoldgicas su
caréacter subjetivo, donde el investigador, en este caso los Licenciados en Biologia, entienden
las problematicas pedagdgicas, didacticas y experimentales, desde la interaccion
comunicativa con el contexto y con los sujetos implicados. No obstante, esta interpretacion
se realiza con una hipotesis de trabajo flexible y siempre realizando las conclusiones desde
una perspectiva holistica e integral (Arnal, Del Rincén & Latorre, 1992).
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5.9.2 ENFOQUE

El enfoque que se tuvo fue el Mixto. Este emergente en los estudios sociales, con base
estadistica; se fundamenta en la conjuncion y uso de los datos de adquisicion precisa, con la
informacion cualitativa, tan tipica en estudios con sujetos activos. Esta eleccion se justifica
desde la interaccion entre la precision de la que dota una investigacion cuantificable con la
pertinente significacion social y pedagogica de las impresiones subjetivas en el trabajo
didactico experimental con los estudiantes (Dobles et al., 1996).

5.9.3 METODOS DIDACTICOS Y DE APROPIACION CONCEPTUAL

El presente Trabajo de Grado se ubica en los formatos de Investigacion Pedagdgica,
especificamente en los mencionados estudios de caso, en los cuales un grupo focal (como lo
son los estudiantes de Tercer Semestre del PCLB), son elegidos como muestra de la
poblacion general para averiguar la incidencia que tendria una apuesta experimental para
ensefiar del manejo de variables en estudios biotecnoldgicos.

Para lo anterior, se utilizd6 como estrategia de apropiacion conceptual la experimentacion
biolégica con el hongo Penicillium sp; de la misma manera, en la antes aludida guia
didéctica, se utilizaron sisteméaticamente pequefios esbozos experimentales dentro del aula,
tales como la pregunta problema, los casos de estudio y realizacion de modelos de
representacion molecular (Dobles et al., 1996).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Teniendo en cuenta todo el desarrollo procedimental que se ha llevado a cabo a lo largo del
proceso de elaboracion del presente Trabajo de Grado, a continuacion, se presentaran, en un
primer momento, los resultados obtenidos a partir de la realizacion del ensayo experimental
biotecnoldgico acerca de la incidencia del tipo de monosacarido y variacion del pH en el
crecimiento y desarrollo del hongo Penicillium sp junto con su produccién de enzima
celulolitica celulasa junto con la discusién de los mismos; para posteriormente abordar
aquellos cuya consecucion proviene de la intervencion pedagogica con los estudiantes del
Eje Curricular Diversidad 2018-I.

6.1. RESULTADOS Y DISCUSIONES DEL CRECIMIENTO FUNGICO

La organizacion de los datos obtenidos se presentard de acuerdo a los métodos de medicion
utilizados y descritos en el capitulo anterior. Se debe tener en cuenta que, debido a que el
Ensayo Experimental se hizo por triplicado, a la hora de graficar los valores se toma el dato
promedio de las tres cajas de Petri, aproximado a la cifra significativa (redondeo).

oH Acido Dia 3 Dia5 | Dia 8
Colonias § Caia | Caja | Caja S Caja | Caja | Caja Caja | Caja | Caja =
1 2 3 X 1 2 3 1 2 3 X
Glucosa 7 68 | 320 53 | 320 47 | 320
Xilosa 4 4 2 15 20

Fructosa 1 4 7 33 44

Galactosa | 6 6 5 27 37

Arabinosa | 16 3 4

80

Control 40

pH Acido
Colonias Caja | Caja | Caja Caja | Caja | Caja
1 2 3 1 2 3
Glucosa | 35 | 61 | 320 35 | 83 | 320
Xilosa 56 | 188 | 20 72 | 188 | 20
Fructosa f 107 | 96 | 51 148 | 96 | 61
Galactosa § 139 | 31 | 37 168 | 36 | 37
Arabinosa | 22 | 101 | 114 27 | 133 | 116
Control 63 | 143 | 87 71 | 196 | 134

Tabla 6.1. Medicion de Crecimiento de Penicillium sp por Unidad Formadora de
Colonias en pH é&cido.
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pH Acido
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Figura 6.1. Grafica lineal del Crecimiento de Penicillium sp
por Unidad Formadora de Colonia en pH &cido.

A partir de los datos tomados
durante el desarrollo del
Ensayo  Experimental, se
evidencia que el medio
adicionado con  Glucosa
presento un rapido crecimiento
en la trofofase, del mismo
modo que al dia de finalizacion
del conteo se mantiene como el
medio con mayor nimero de
colonias; lo cual implica que el
grado de esporulacion se vio
beneficiado por la presencia de
este  azucar, posiblemente
porque  su  disponibilidad
facilitaba el proceso de
degradacion méas que con los
otros. Asimismo, se observa
que aparte de este, el medio

con las condiciones de control es el que le sigue en productividad, probablemente debido a
que el proceso de degradacion de los otros glacidos no resulta tan eficiente en comparacion.

Con respecto a los medios con pH neutro, se puede observar el acentuado crecimiento de la
Galactosa en relacion con los demas monosacaridos; no obstante, esta elevacién se presentd
tan solo hasta el dia 5, lo cual indica un desarrollo tardio, probablemente a causa del proceso
de absorcion por parte del hongo de este glucido. Es notable también que el medio de control
nuevamente alcanzé la segunda mejor produccidn, aunque en esta ocasion seguido de cerca
por la Xilosa. En cuanto a la Glucosa, es posible que el pH un poco maés elevado afecte los
procesos metabolicos del microhongo, lo que favorecid otro glacido diferente.

Crecimiento por Colonias
pH Neutro

NUMERO DE COLONIAS

Glucosa ®— Xilosa —@— Fructosa

—@— Galactosa Arabinosa Control
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Figura 6.2. Gréfica lineal del
Crecimiento de Penicillium sp
por Unidad Formadora de
Colonia en pH neutro.




pH Dia 3 Dia 5 | Dia 8
Neutro Caja | Caja | Caja
Colonias 1 2 3
Glucosa 3 2 5
Xilosa 81 6 5
Fructosa 4 27 5
Galactosa | 20 2 4
Arabinosa | 1 4 13
Control

pH
Neutro Caja | Caja | Caja Caja | Caja | Caja
Colonias 1 2 3 1 2 3
Glucosa | 47 2 90 58 2 90
Xilosa 117 | 27 | 34 117 | 47 | 38
Fructosa § 31 | 27 | 41 38 | 27 | 62
Galactosa | 29 | 44 | 140 31 | 78 | 140
Arabinosa | 20 7 35 20 7 66
Control 129 | 49 | 11 129 | 60 | 19

Tabla 6.2. Medicion de Crecimiento de Penicillium sp por Unidad Formadora de Colonias en

pH

neutro.

NUMERO DE COLONIAS

Crecimiento por Colonias
pH Basico

Glucosa

—@— Galactosa

®— Xilosa

Arabinosa

—8&— Fructosa

Control
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Figura 6.3. Grafica lineal del
Crecimiento de Penicillium sp
por Unidad Formadora de
Colonia en pH basico.




En estas condiciones y mediante este método se evidencia una predominancia del crecimiento
por parte del medio sin adiciones de monosacaridos en pH bésico, ante lo cual se especula
que el pH tan elevado dificulta la disponibilidad neta del aztcar por el gradiente de disolucién
con el PDA o la manera en que el hongo la incorpora, aunque pueden ser ambos.

pH Basico

Colonias § Caia | Caja | Caja Caja | Caja | Caja
1 2 3 1 2 3
Glucosa | 28 | 31 | 62 49 | 39 | 71
Xilosa 64 | 46 | 25 92 | 46 | 36
Fructosa § 193 | 97 | 16 193 | 113 | 19
Galactosa § 10 | 71 | 19 0 | 75 | 32
Arabinosa | 32 | 46 | 27 32 | 68 | 35
Control J 240 | 73 | 53 240 | 89 | 72

pH Bésico Dia 3 Dia5 Dia 8
Colonias Caja | Caja | Caja Caja | Caja | Caja Caja | Caja | Caja
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Glucosa 3 14 | 34 22 | 49 25 | 56
Xilosa 1 46 7 46 | 14 46 | 17
Fructosa 2 2 5 62 | 11 87 14
Galactosa | 5 53 4 64 8 69 | 10
Arabinosa | 26 3 5 23 | 16 32 | 21
Control 60 62 | 30 63 | 40

Tabla 6.3. Medicion de Crecimiento de Penicillium sp por Unidad Formadora de
Colonias en pH baésico.

Como se puede observar a continuacion en la Figura 6.4, el hongo en medio de Arabinosa en
pH &cido, concorde con lo registrado por Luque (1989) en cuanto a la acidez, tuvo un elevado
reporte en cuanto al area, lo que significa que este monosacarido permitié una distribucion
mas efectiva; probablemente debido a su facil absorcion por su caracter de pentosa, esto
también explicaria por qué el medio de control mostré un pobre crecimiento por area, como
se comento anteriormente, debido a la poca cantidad de azucar en la cual se cultivo lo cual
representaria una menor cantidad de energia para producir mas.
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Dia5

Dia 8 I

pH Acido Dia 3 I

Area mm? | Caja | Caja | Caja
1 2 3

Glucosa 24 | 270 | 1410
Xilosa 11 30 15
Fructosa 65 45 37

Galactosa | 152 | 120 | 198
Arabinosa | 59 55 86

Control

pH Acido

Area mm? Caja | Caja | Caja Caja | Caja | Caja

1 2 3 1 2 3
Glucosa [ 7719 | 4235 | 4841 7810 | 4850 | 5620

Xilosa 379 | 3522 | 202 768 | 7621 | 325
Fructosa | 3109 | 45 | 7456 7608 | 45 | 7509

Galactosa | 7448 | 327 | 397 7790 | 496 | 438
Arabinosa [| 3116 | 7363 | 6605 7625 | 7425 | 6870
Control |J 535 | 3958 | 60 623 | 5025 | 60

pH é&cido.

Tabla 6.4. Medicion de Crecimiento de Penicillium sp por Area de Dispersion en

Crecimiento por Area
pH Acido

Glucosa ®— Xilosa —@— Fructosa

Arabinosa —@— Control

—@— Galactosa

84

Figura 6.4. Grafica lineal del
Crecimiento de Penicillium sp
por Area de Dispersion en pH
acido.




oH Neutro Dia 3 | Dia5 Dia 8 |
Area mm? [ Caja | Caja | Caja

Glucosa 45 30 | 750

Xilosa 590 18 60

Fructosa 56 625 38

Galactosa § 305 | 120 | 60

Arabinosa ] 22 12 60

Control

pH Neutro Dia 9
Areamm? | Caia | Caja | Caja

Caja | Caja | Caja

Glucosa | 1069 | 30 | 7668 1394 | 30 | 7690

Xilosa 7658 | 261 | 1131 7865 | 625 | 2505

Fructosa J 7303 | 6471 | 6537 7420 | 6990 | 6850

Galactosa [ 2393 | 7200 | 7436 5202 | 7225 | 7716

Arabinosa | 140 | 177 | 673 140 | 405 | 821

Control 7565 | 220 | 1833 7625 | 220 | 3490

Tabla 6.5. Medicion de Crecimiento de Penicillium sp por Area de Dispersion en
pH neutro.

Crecimiento por Area
pH Neutro

Figura 6.5. Grafica lineal del
Crecimiento de Penicillium sp
por Area de Dispersion en pH
neutro.

Glucosa ®— Xilosa —@— Fructosa

—@— Galactosa Arabinosa —@— Control
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Concorde con los datos expresados en la pagina anterior, en los resultados del pH neutro, se
observa un acentuado crecimiento por parte del medio de Fructosa; dato que podemos
contrastar con el crecimiento presentado por Arabinosa en el pH &cido, lo cual permite
especular que la absorcion de estos monosacaridos se ve afectado por la acidez del medio.
En este caso la Fructosa, siendo una aldohexosa, se ve favorecida por un pH similar al
fisioldgico (7,2) mientras que la Arabinosa, segun los datos presentados, se beneficia por pH
limites, quizés por su carécter de pentosa.

pH Basico Dia 9

Areamm? | Caja | Caja | Caja Caja | Caja | Caja
1 2 3 1 2 3

Glucosa 73 | 576 | 6360 105 | 764 | 6720
Xilosa 6352 | 4906 | 556 6806 | 5028 | 699
Fructosa | 7597 | 6375 | 99 7720 | 6750 | 205
Galactosa | 346 | 444 | 3399 543 | 450 | 6210
Arabinosa || 7637 | 7663 | 662 7692 | 7720 | 679
Control |J 500 | 4800 | 248 1025 | 5520 | 470

oH Bésico Dia 3 | Dia 5 Dia 8 |
Area mm?2 Caja | Caja | Caja Caja | Caja | Caja = Caja | Caja | Caja
1 2 3 1 2 3 X 1 2 3
Glucosa 18 | 350 | 495 420 | 4433 450 | 6120
Xilosa 65 | 3450 | 37 4413 | 333 4825 | 460
Fructosa | 152 | 225 | 26 4355 | 27 6125 | 28
Galactosa | 50 | 450 | 26 443 440
Arabinosa | 680 | 56 | 265 5354 7625
Control 3087 4320

Tabla 6.6. Medicion de Crecimiento de Penicillium sp por Area de Dispersion en
pH basico.

Como se ha venido comentando anteriormente, la Arabinosa, de acuerdo a los datos
registrados, se ve beneficiada por pH limites, es decir, los méas acidos y los mas basicos. Esta
acentuada distribucion de area también demuestra la facilidad que tiene el hongo para
expandirse poblacionalmente en medios enriquecidos. Del mismo modo, la Fructosa y la
Xilosa demuestran una alta efectividad, lo que podria deberse a que su presencia estimula el
crecimiento de las colonias para abarcar un mayor espacio, intentando alcanzar una mas
elevada cantidad de nutrientes, al menos en un pH béasico como este.
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Crecimiento por Area
pH Basico

Figura 6.6. Grafica lineal
del Crecimiento de
Penicillium sp por Area de
Dispersion en pH basico.

Glucosa ®— Xilosa —@— Fructosa

—@— Galactosa Arabinosa Control

é??mﬁfﬁg) Caja 1 Caja 2 Caja 3 %
Glucosz; 2,78 1,68 29
Xilosa 2,97 2,55 2
Fructosa | 1,91 2,02 211 [R200
Galactosa 1,75 2,48 0,14
Arabinosa 1,83 1,49 2,16
Control 1,8 1,99 1,46

Tabla 6.7. Medicién de Crecimiento de Penicillium sp por Biomasa en pH &cido.

g:;'n’]\;igté (; Cajal Caja2 Caja 3 X
GIucosaT 1,85 0,61 2,14
Xilosa 2,31 2,57 2,56
Fructosa 2,06 2,61 3,64
Galactosa 1,86 1,88 1,79
Arabinosa 2,96 2,06 2,25
Control 1,92 1,45 1,05
Tabla 6.8. Medicion de Crecimiento de Penicillium sp por
Biomasa en pH neutro.
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gizlmiizlt(z) Cajal Caja2 Caja 3 ‘ X \
Glucosa 0,26 0,21 2,21

Xilosa 1,71 1,77 2,4 -
Fructosa 1,63 1,89 2,73
Galactosa | 2,65 0,99 2,18 |EoA]
Arabinosa 2,6 2,33 2,72

Control 1,61 2,42 1,47

Tabla 6.9. Medicién de Crecimiento de Penicillium sp por
Biomasa en pH basico.

BIOMASA

,50
,00
,50

Glucosa Xilosa Fructosa Galactosa Arabinosa  Control

m Acido ® Neutro ® Basico

Figura 6.7. Diagrama de barras del Crecimiento de Penicillium sp por Biomasa en los pH acido,
neutro y basico.

De acuerdo con los datos registrados en la medicion por Biomasa del Penicillium sp, es
preciso notar que el medio con Fructosa en pH neutro fue el que mejor crecimiento evidencio;
esto refuerza el argumento de que la efectividad de este monosacarido se ve beneficiada en
ambientes fisiologicos o similares, lo cual a su vez facilita el desarrollo del microorganismo
gracias al aumento del metabolismo productivo debido a la energia disponible. En contraste
con este resultado, la Glucosa en el medio con pH basico, mostro un pobre desempefio en
comparacion; lo cual se vio reflejado en la masa del hongo, debido posiblemente a una
disminuida absorcién a causa del proceso metabolico ralentizado del hongo en pH basicos.
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6.2. RESULTADOS Y DISCUSION DE LA PRODUCCION ENZIMATICA

A continuacion, se presentan las tablas y la grafica correspondientes a los resultados
obtenidos en el estudio con los Caldos de Cultivo de Extracto de Malta a través del registro
de la transmitancia arrojada por el espectrofotdmetro. De igual manera que en caso anterior,
debido a que cada prueba se realizd por triplicado, para poder graficar los datos de manera
organizada, se promediaron las cifras, sin aproximar. En los casos en que la casilla muestra
una linea continua significa que ese medio arrojo un registro erroneo, debido a que en algunos
de ellos se intento llevar a cabo otros protocolos con el fin de determinar lo que aqui se
expresa.

pH Acido | Cajal Caja 2 Caja 3
Glucosa 131,1 126,9 120,1
Xilosa 122 115,1 —_—
Fructosa 121,9 125,4
Galactosa 114 115,5 118
Arabinosa 115,3 110,5 128
Control 115,4 124,7 _

Tabla 6.10. Mediciéon de Transmitancia de los Caldos de
Cultivo del Penicillium sp en pH &cido.

Inalli;a do Cajal Caja2 Caja3
Glucosa 124,8 136,6
Xilosa 102,3 113 129,3
Fructosa 112,4 117,8 116,4
Galactosa 126,2 125 120,6
Arabinosa 105,8 122
Control 113,8 125,1 119,7

Tabla 6.11. Medicién de Transmitancia de los Caldos de Cultivo del
Penicillium sp en pH inalterado.
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pH Basico Cajal Caja2 Caja 3 X
Glucosa 1135 100 120,4 H
Xilosa 116,8 117,8
Fructosa 117
Galactosa 111,2 116,9
Arabinosa | 1056 106,7 11 [RNi0ne
Control 116,2 112,2 -

Tabla 6.12. Medicion de Transmitancia de los Caldos de Cultivo del Penicillium sp
en pH basico.

Transmitancia de los Cultivos
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Glucosa Xilosa Fructosa Galactosa Arabinosa  Control

m Acido ® Neutro ® Basico

Figura 6.8. Diagrama de barras de la Transmitancia de los Caldos de Cultivo de Penicillium sp
por Biomasa en los pH &cido, inalterado o neutro y basico.

Es preciso mencionar que cuanta mas alta es la transmitancia registrada, se interpreta que la
concentracion de Glucosa es menor debido a que en su ausencia la O-Toluidina tiene menos
sustrato para reaccionar por lo que la luz pasaria mas facil y con mayor potencia a través de la
muestra.

A partir de la realizacion de la prueba indirecta de produccion enzimatica, en la cual se
midieron la transmitancia arrojada por la curva y longitud de onda del espectrofotémetro, es
menester el aseverar que la Glucosa en pH inalterado, a diferencia de lo que se podria esperar
mostro una produccion bastante deficiente de celulasa. En contrapartida, los penicilios
cultivados en Arabinosa en pH ligeramente basico mostraron una acentuada produccion de
esta enzima, concorde con lo descrito por Lopez et al (2016), lo cual da cabida para suponer
que el metabolismo del hongo se ve beneficiado por pH acidos y que esta Ultima, por su
caracter de pentosa facilita la elaboracion de metabolitos secundarios, tales como la celulasa.

90



6.3. RESULTADOS Y DISCUSION A NIVEL DIDACTICO

A continuacidn, se presentan los resultados y analisis por cuanto respecta a los procesos
pedagogicos, didacticos y experimentales realizados con los estudiantes del Eje Curricular
Diversidad 2018-I1. De este modo, en un primer momento se comentaran aquellos obtenidos
a priori, es decir, antes de la Intervencion Didactica, los cuales estan representados por la
guia de actividades y los estudios de caso. Finalmente se mostraran los derivados a partir del
analisis de los informes de laboratorio, los cuales daran cuenta de los procesos a posteriori
de la intervencion.

6.3.1 GUIA DE ACTIVIDADES

6.3.1.1. Contenido Bioquimico. A partir de lo observado durante la primera intervencion
realizada, y con referencia a la Unidad de Conceptos Previos (Anexo A), es preciso resaltar
que los estudiantes del Grupo Uno de Tercer Semestre consideraron a la papa como el
alimento con mayor cantidad de glacidos, lo que significa que si desligan el dulzor del
alimento con el contenido de estos compuestos; no obstante, el cuerpo estudiantil de Grupo
Dos, en contraste con los anteriores, pensaron que chocolate como el alimento mas cargado
de azlcares, argumentando que su caracter dulce era un indicador de su contenido.
Asimismo, a la hora de graficar y representar las principales afecciones que causa el alto
consumo de mono, oligo y polisacaridos, ambos grupos respondieron que la diabetes era la
mas relevante enfermedad relacionada; lo que demuestra un sesgo fisioldgico y, en cierta
medida, un desconocimiento de los procesos bioquimicos de la absorcion y funcionamiento
del metabolismo de azucares.

De la misma manera, en el segmento posterior, los estudiantes dieron cuenta, a través de la
realizacion de un modelo molecular, el como consideraban la ubicacion espacial y estructura
de los monosacaridos en términos de enlaces; la totalidad de las mesas de trabajo requiri6 de
la guia del maestro a cargo para la correcta elaboracion de la molécula, especialmente en
cuanto se refiere a las valencias que presenta cada elemento quimico. Igualmente, en la
disposicion de los &tomos que eran representados por bolas de icopor hubo una significativa
dificultad, ya que la tridimensionalidad que exigia el aztcar complejizaba su construccion,
por lo que se optd por presentarlos en dos dimensiones, aunque con la prudente aclaracion.
Esto demuestra claramente el potencial de los modelos didacticos a la hora de ensefiar y, en
este caso, la produccion de prototipos facilita el desarrollo de habilidades espaciales que
posteriormente favoreceran una compleja e integral conceptualizacion de los contenidos, por
ejemplo, la composicion de los azlcares simples.

Finalizando la Guia de Actividades, en términos de desarrollo de contenido, cabe resaltar el
hecho de que, como abordaje al segmento de “Metabolismo de Gllcidos”, los estudiantes,
dando respuesta a la pregunta “;Creen que los microorganismos como los hongos se ven
afectados por el tipo de monosacarido en que crece? ;jPor qué?”, todos respondieron
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afirmativamente; no obstante, los desarrollos argumentativos fueron bastante confusos, dado
que, por ejemplo, algunos grupos de laboratorio afirmaron que los monosacéridos incidian
Unicamente en la viscosidad que adquiria el medio después de su vertimiento; por otro lado,
algunos pocos consideraron que estos afectaban debido a la energia que podia obtener el
hongo a partir de estos; sin embargo, ningin grupo planted hipétesis sélidas que fuesen
susceptibles a ser experimentadas de manera bioguimica o0 que representaran un manejo
integral de los conceptos metabolicos. Asi pues, es demostrada la necesidad de un abordaje
holistico experimental, en donde los estudiantes pudiesen reflexionar e integrar
conocimientos bioquimicos y fisioldgicos con pruebas de laboratorio que dieran cuenta de
ellos.

6.3.1.2. Manejo de Variables. En la primera situacién planteada (Anexo A), la totalidad de
los estudiantes abordaron de manera eficaz el escenario problema mostrando, a su vez, el
desarrollo grafico adecuado, demostrando que el manejo de sistema de variables de uno por
uno (1:1) es bastante conocido y sencillo para estos niveles académicos, lo cual facilita el
desarrollo de proyectos experimentales sencillos, donde una variable es modificada y afecta
Unicamente una caracteristica del organismo.

En contraste con la primera situacion problema, en el caso B (relacion
dependiente/independiente de 1:2), el 80% de los estudiantes no identificd de manera correcta
las variables dependientes del estudio, puesto que reconocian de manera erronea a la
dimension del Tiempo como una variable del estudio. Por otro lado, las gréaficas que se
proponen no cumplen de ninguna forma con las precisadas para este estudio, debido a que se
les da relevancia a las figuras con forma circular en pastel (que reconocen proporciones
dentro de una totalidad) en lugar de utilizarse lineales o de dispersion (que pueden representar
curvas de crecimiento o datos a través del tiempo). A partir de esto se da a conocer la
dificultad que los tienen para manejar un sistema de variables mas complejos donde estas no
resultan tan evidentes, lo cual se torna relevante si se considera que la mayoria de los estudios
bioldgicos son lo suficientemente estructurados como para requerir del uso de al menos dos
variables independientes.

Finalmente, en la situacién problema C (relacién 3:2), la totalidad del cuerpo estudiantil del
componente Quimica Analitica dieron muestra de una significativa dificultad para su
abordaje evidenciado en una serie de respuestas incorrectas para los cuestionamientos
planteados. De la misma manera presentaron confusion a la hora de identificar las variables
tanto independientes como dependientes; esto se ha comprobado mediante las
consideraciones en las que exponian la Temperatura como Variable Dependiente, lo cual
representa un desacierto puesto que durante el desarrollo real del estudio significaria un
impedimento para su realizacion. Por otro lado, el calculo de la cantidad de medios de cultivo
requeridos se alejé por mucho de la respuesta correcta, lo que, junto con el punto anterior, se
traduciria en la imposibilidad de llevar a cabo el estudio descrito.
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A partir de estos resultados, se hace evidente la potencialidad que tiene la experimentacion
como potenciador de las habilidades en cuanto al manejo de variables y el planteamiento de
hipétesis, puesto que los estudiantes pueden precisar de llevar a lo concreto estos estudios
para aprender significativamente tanto los conceptos como los protocolos procedimentales,
ambos imprescindibles para la Ensefianza e Investigacion en Biologia.

6.3.2 PRACTICA DE LABORATORIO

Por ultimo, se presentara el producto reflexivo obtenido a partir del analisis de los Informes
de Laboratorio que los estudiantes realizaron con base en las actividades planteadas para la
segunda sesion de la Intervencién Didactica (Anexo C). Para esto se debe tener en cuenta
que, puesto que el objeto fue la estructuracién de patrones mentales a través de los cuales los
futuros maestros reconocieran la integracion interdisciplinar de estudios cientificos a través
de la didactica de la ciencia experimental, no se plantearon preguntas para que respondiesen
sino que se pretendia que, haciendo acopio de los datos y experiencias recolectadas, ellos
fuesen capaces de organizar, graficar e interpretar los resultados, con lo cual reconociesen
las potencialidades exploradas mediante su propio progreso académico en lo referente al
manejo de variables y razonamiento cientifico.

A partir de la matriz basica que se presenta en la siguiente pagina incorporando y analizando
cinco aspectos relevantes encontrados en los Informes de Laboratorio entregados, se
reconoce un significativo progreso en cuanto respecta al entendimiento y planteamiento de
estudios cientificos teniendo en cuenta, por ejemplo, en este caso, las distintas ramas de la
Biologia, asi como de otras ciencias involucradas en la ensefianza mediante un Ensayo
Experimental, lo que concuerda con los planteamientos de Valbuena (2017). Ademas, en un
15% de los Informes se asegurd que replicarian la practica en la escuela.

Asi pues, ademas de lo expresado y presentado por escrito por parte de los estudiantes del
componente de Quimica Analitica 2018-1, durante la practica de laboratorio demostraban
gran interés por las actividades que se iban desarrollando y, asimismo, planteaban preguntas
o se les formulaban cuestionamientos con el objetivo de fortalecer, corregir o construir juntos
un conocimiento emergente precisamente de la experimentacién y del quehacer del maestro.

Por otro lado, se evidencio una dificultad a la hora de integrar las distintas disciplinas, con el
caso mas sobresaliente siendo las matematicas y las habilidades de laboratorio. En ese mismo
orden de ideas, hubo gran confusion a la hora de elaborar el informe, por lo que fue necesario
gue los Maestros Encargados, autores de este documento, brindasen una tutoria
extracurricular para solventar estas dudas. No obstante, esto refuerza lo que se ha planteado
en todo el Trabajo de Grado al demostrar la necesidad de dicha integracion para la formacién
de profesionales educadores de alta calidad. Finalmente, se pudo constatar el pensamiento
critico propio de un Maestro a través de una charla durante la misma préctica.
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Importancia
del
Laboratorio

S7%

Manejode  Manejode Interpretacion
Tablas Gréficas de Resultados
100% 71% 71%
Se presentan
Las tablas f
utilizadas LB 5 4 |Ia fis
I diferenciasen € 105 Casos s
e | interpretan los
recoleccion  2'9NaS resultados con
de los datos graficas, pero b |
e igualmente a?:f_ en asl
graficas y las
pueden
adecuadas y tablas.
Al considerarse
mayoria de adecuadas. Asimismo,
los casos, El 29% establecen
con la ligera T comparaciones
excepcion presenta entre unas y
de uno que gréficas otras.

presentd una
organizacion
diferente, un
poco
confusa pero
funcional.

confusas 0 no
las presenta
en absoluto,
lo que reduce
el poder

interpretativo.

La proporcion
restante no
presenta una
interpretacion
de resultados.

La mayoria
de los
estudiantes
reconocen la
potencialidad
didactica del
laboratorio y
el
experimento
en el proceso
educativo.

Un 25% de
esta cifra
considera la
posibilidad
de replicarlo
en el ambito
escolar.

Cuadro 6.1. Matriz de interpretacion de resultados a partir de los Informes de Laboratorio.
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7. CONCLUSIONES

En este capitulo se dara resolucion y cierre a la reflexion de la experiencia investigativa en
términos de los objetivos planteados y sus multiples potencialidades, tanto en la vertiente
pedagdgica como en la didactica y, asimismo, en la experimental biotecnoldgica.

El Ensayo Experimental, y en particular este basado en la incidencia de distintos
monosacaridos y la variacion pH en el crecimiento, desarrollo y produccion de
enzima celulasa del Penicillium sp, tiene un gran potencial en la ensefianza
interdisciplinar bioldgica desde el manejo de variables, debido a que integro
conocimientos provenientes de distintas areas cientificas en estudiantes de Tercer
Semestre. Ademas, permitié la inferencia de hipotesis comprobables en laboratorio.

La experimentacion y la préctica de laboratorio para la ensefianza de los conceptos
estructurantes del metabolismo de glicidos resultan bastante eficiente en términos de
afianzamiento de los aprendizajes convirtiéndolos en significativos, puesto que
incentiva el interés de los estudiantes por interrogar y profundizar en sus
caracteristicas tanto bioldgicas como didacticas.

El ensayo experimental y su implementacion como medio didactico otorgaron
evidencias de ser Utiles en tanto permitieron la configuracion de un saber méas
profundo en la ensefianza de la biotecnologia y sus problematicas tanto
procedimentales como conceptuales.

La siembra y experimentacion con el hongo Penicillium sp facilité la ensefianza y
adaptacion de distintos protocolos procedimentales de laboratorio (preparacion de
medios, variacion de pH, identificacion de glacidos); asi como los elementos de los
que se precisa (balanza, pipetas, planchas, autoclave).

La ensefianza de la biotecnologia a través del ensayo experimental resulto eficaz para
estimular la creatividad de los alumnos en torno a la creacién de protocolos didacticos
basados en el uso del hongo Penicillium sp, su crecimiento y desarrollo.

El desarrollo del experimento con Penicillium sp fomentd y fortalecid las habilidades
tanto procedimentales como conceptuales e investigativas de los Maestros autores del
presente Proyecto Investigativo, ampliando sus recursos tanto didacticos como
pedagdgicos en la Ensefianza de la Biologia.

Los distintos métodos utilizados para las mediciones presentan diferentes ventajas y
desventajas a la hora del registro de datos. De este modo, el conteo por UFC resulta
util para grados de esporulacion; el Area de Dispersion es ventajoso si se desea
estudiar el incremento de una colonia en particular; y el peso por Biomasa otorga una
cuantificacion mas exacta del crecimiento total de un microhongo.
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De acuerdo con los datos obtenidos, para una mayor produccion del hongo
Penicillium sp, resulta mas provechoso un medio de cultivo adicionado con Fructosa
en pH neutro considerando la Biomasa; la Glucosa en pH &cido resulté la mejor
combinacion en términos de Colonias formadas; y la Arabinosa en medio &cido
representa la mejor forma de ver un crecimiento por area abarcada por las distintas
colonias. Esto plantea 3 distintas posibilidades de aprovechamiento dependiendo del
enfoque biotecnologico o pedagdgico que se resulte mas adecuado para las diferentes
circunstancias.

Del mismo modo, teniendo en cuenta la Transmitancia registrada, podria deducirse
que, gracias a un registro de datos promedio, la Arabinosa en medio basico podria
beneficiar la produccion de enzima celulolitica. No obstante, esto estd sujeto a
interpretaciones, efectividad en los compuestos, instrumentos y métodos utilizados
durante el desarrollo del Ensayo Experimental y, por otro lado, habria que evaluar
cuén efectiva resulta dicha proteina a través de otras pruebas, otros protocolos y
disefios de experimentacion que no presentaban una elevada relevancia para la
elaboracion del presente estudio.
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8. RECOMENDACIONES

Al realizar cualquier tipo de Ensayo Experimental es importante revisar si el protocolo
cumple con los objetivos que se plantean y la justificacion por la que se llevan a cabo. Siendo
asi, cabe la posibilidad de modificarlos, con motivos biolédgicos, bioquimicos o pedagogicos
a fin de que sean acordes a las metas y las pruebas que se propone el autor; Por tanto es
recomendable confirmar de antemano la existencia de los materiales, instrumentos y
reactivos que seran necesarios a lo largo del desarrollo de la experimentacion.

También pueden desarrollarse diferentes estudios, tomando este como base, en los que se
tengan en cuenta variables sean distintas, como los cambios en la temperatura, un rango mas
amplio de acidez o basicidad. Asimismo, se pueden comparar distintas cepas de diferentes
especies de hongos, bien sea para relativizar la efectividad del medio o para confrontar el
crecimiento fungico. Ademas, esto puede enlazarse con ensayos realizados con otros
microorganismos aparte de los cultivos micologicos.

De la misma manera, puesto que en el presente documento se evalud la efectividad de la
adicion de distintos monosacéaridos al medio, pueden llevarse a cabo estudios en que, como
es el caso del Caldo de Cultivo de Extracto de malta, se reemplace el azicar simple presente
en el sustrato. Por otro lado, podria extrapolarse a una variacion de otros tipos de glucidos,
proteinas o demas componentes quimicos que se crean incidentes en los procesos
metabolicos o de crecimiento y desarrollo. Igualmente, se puede considerar un estudio que
evalUe la velocidad, grados y porcentajes de maduracion del hongo a través del tiempo.

Es igualmente recomendable buscar distintos protocolos o, con asesoria, idear nuevos en
cuanto a la cuantificacion y/o comparacion de la produccion enzimética, puesto que la
literatura es algo escasa al respecto. Del mismo modo, se puede replicar midiendo no la
produccion sino la efectividad y/o calidad de la enzima, teniendo en cuenta que la actividad
de estas se ve influenciada por distintos factores, entre ellos el pH.

Desde una vision didactica, es importante evaluar los recursos con que cuenta cada
institucion educativa para de esta manera poder modificar los protocolos existentes, haciendo
mas facil llevar las practicas de laboratorio al ambito escolar, acercando de esta manera a los
estudiantes a una serie de conocimientos en los que el maestro actle como tal a la hora de
ensefar y no soélo transmitir saberes.
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ANEXO A

UNIDAD DE ACTIVIDADES EN EL AULA

Introduccién

Este apartado tiene como objetivo hacer una reconstruccion conceptual y procedimental
acerca de los monosacaridos; por lo cual se configuré a partir de tres subindices:
1. Conceptos previos a la clase que tienen los futuros licenciados acerca de azucares simples.
2. Estructura y composicion de los monosacaridos

3. Metabolismo bésico de los monosacéridos.

1. CONCEPTOS PREVIOS A LA CLASE

1.1 A continuacion, elijan cudl de estos alimentos consideran que posee mayor cantidad

de azucar y argumenten por qué.

_ e N |
Figura 1.1. Alimentos. 1. Fruta (Evandro Souza, 2009). 2. Aceite (Carlos Bonilla, 2011). 3. Papa (Joel Alvarez,

2018). 4. Chocolate (Sammie Vanderstappen, 2013). 5. Verdura (Lilyan Farre, 2013). 6. Pescado (lbex
Technologies, 2011).
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ANEXO A

SABIAS QUE...?

En realidad, NO todos los
glacidos son dulces.

De hecho mas del 75% del
azlicar gque consumes No posee
esta caracteristica.

1.2 éCudles consideran que son los efectos del consumo excesivo de golosinas y otros
azucares simples? Realicen un grdfico donde ejemplifiquen estos efectos.
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ANEXO A

2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LOS MONOSACARIDOS

LOS MONOSACARIDOS SON MUY SIMPLES EN ESTRUCTURA, POSEEN UNA CADENA

DE CARBONOS, Y UN GRUPO ALDEHIDO O CETONA.

SABIAS QUE...?

La mayoria de los alimentos que consumimos poseen

en su mayoria sélo cinco elementos quimicos

C,H, O, Ny Na.

EL SIGUIENTE DIAGRAMA MUESTRA COMO SE SUBDIVIDEN LOS GLUCIDOS,
Y ESTOS A SU VEZ EN TRES TIPOS DE AZUCARES SEGUN EL NUMERO DE
MOLECULAS PRESENTES. UN MONOSACARIDO, POR EJEMPLO, ES UNA
SOLA UNIDAD DEL GLUCIDO, UN OLIGOSACARIDO PRESENTA DOS, TRES,
CUATRO O CINCO UNIDADES Y UN POLISACARIDO MILES DE

MONOSACARIDOS JUNTOS.

LOS MONOSACARIDOS A SU VEZ SE DIVIDEN EN ALDOSAS Y CETOSAS, ESTA

DIVISION SE ORIGINA A PARTIR DE SU ESTRUCTURA.

g[zi(i'id'os

v v

Monosacdridos  Oligosacdridos  Polisacdridos

3.y De
Aldosas (Cetosas  Disacdridos T ey
Triosas a
Tetrosas Decasacdridos
Pentosas
Hexosas

Figura 2.1. Glacidos.
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ANEXO A

COMO NOS MUESTRA LA IMAGEN ANTERIOR, SI

TIENEN UN GRUPO CARBONILO EN SU EXTREMO,
ES UNA ALDOSA, SI LO LLEGASE A POSEER EN
ALGUNA OTRA PARTE DE LA CADENA SERIA UNA
CETOSA.

H 0
e Y. CEHM©O
ag{eﬁ};d'o \C OMr12)G C}[ 2 OH
I |
H = C-O0H i AQCE0 "
= 3 | ' o
S & so-c-% Ho-C-3 S <
53 | | B3
- C- -C- S
o= H f i d f 2 S
H— C-0OH Has CI’-O}[
|
CH 09 CH 09

Figura 2.2. Glucosa y Fructosa.

2.1 En grupos de laboratorio, de mdximo 6 personas,
deberdn armar su propio monosacdrido, darle un nombre
acorde a su estructura y reconocer en él las partes mds
caracteristicas, exponiéndolo frente a sus companeros.
Esto se realizara a partir de los materiales (bolas de icopor
y palillos), entregados por los maestros.

DONDE ENCONTRAMOS MONOSACARIDOS

LA MAYORIA DE LOS GLUCIDOS LOS PODEMOS
ENCONTRAR EN LAS HARINAS DE NUESTRA
DIETA, TALES COMO LA PAPA, EL ARROZ Y EL
PLATANO; NO OBSTANTE, LAS FRUTAS SON
RICAS EN GLUCIDOS AL IGUAL QUE LAS
GOLOSINAS.

2.2 A continuacion argumenten, ¢por qué es mds sano
consumir azucares de las frutas que de golosinas, teniendo
en cuenta que poseen los mismos tipos de monosacdridos?
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EL MONOSACARIDO

COMO NOMBRAR!
UN
MONOSACARIDO!

Tal y como se senald
anteriormente, la manera
mds sencilla de nombrar
un monosacdrido es a
partir del numero de
carbonos y el sufijo —osa.
Por ejemplo, un
monosacdrido de tres
carbonos es una triosa,
de cuatro una tetrosa, de
cinco una pentosa, etc.

No obstante, los
cientificos deben
diferenciar los azucares
que poseen la misma
cantidad de carbonos,
para esto utilizan
nombres aleatorios, pero
continlian manteniendo
el sufijo -osa.




ANEXO A

3. METABOLISMO DE MONOSACARIDOS

EL METABOLISMO DE LOS MONOSACARIDOS SE BASA PRINCIPALMENTE
EN DOS DISTINTOS PROCESOS: EL PRIMERO Y MAS CONOCIDO ES LA
GLUCOLISIS, PROCESO POR MEDIO DEL CUAL SE OBTIENE ENERGIA A
PARTIR DE LA RUPTURA DE LA GLUCOSA; Y EL SEGUNDO ES LA
GLUCOGENOGENESIS, DINAMICA QUE FAVORECE LA ACUMULACION DE

GLUCOSA EN EL HIGADO Y EN EL MUSCULDO.

¢SABIAS QUE...?

La mayor fuente de energia
para todos los organismos
eucariotas (poseedores de

membranas internas en sus

células) es la glucosa.

Esta se puede encontrar
principalmente en las harinas
de tu dieta y las frutas mas
dulces.

3.1 A continuacion hay una serie de organismos eucariotas. Describan por medio de una

socializacion como creen que obtienen sus glicidos y qué funciones cumplen en su

desarrollo.
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Figura 3.1. Organismos
Eucariotas.

1. Penicillium sp. (Diego F.
Nieto, 2018)

2. Amanita muscaria (Tab
Tannery, 2009).

3. Mosca (Alexey Kljatov,
2014).

4. Chimpancé (José Sanchez,
2009).

5. Harpia harpyja (Sebastian
Giraldo, 2018).

6. Ruta sp. (Diego F. Nieto,
2017).



PREGUNTTANDO!
ANDO

JPara qué procesos crees
que tu organismo
necesita energia?

En el caso de los
microorganismos, como
los hongos, Jqué
procesos podrias

relacionar con la
produccion de energia?

ANEXO A

GLUCOLISIS

Glucdlisis } Gluconeogeénesss J

n:’

ATP
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Figura 3.2. Gluc6lisis y Gluconeogénesis.
[Tomada de Feduchi et al., 2010, p.224]

EN ESTA IMAGEN SE PUEDE OBSERVAR, A
GRANDES RASGOS, COMO UNA MOLECULA
DE GLUCOSA SE DIVIDE EN MOLECULAS
DE TRES CARBONOS. EN EL PROCESO ESTA
GLUCOSA TERMINA OXIDADA EN FORMA
DE PIRUVATO DANDO COMO RESULTADO
UNA ALTA CANTIDAD DE ENERGIA.
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ANEXO A

GLUCOGENESIS

Glucogénesis

¥

Ingesta de Alimentos
[C, O, H]

N

Aumento Glucosa Sanguinea

Glucogenogénesis
[Hepdtica y muscular]

M

Citoplasma

S

Granulos Grandes de Glucdgeno
[Una Molécula de Glucogeno Modificada]

Figura 3.3. Glucogénesis.

3.2 Respondan la siguiente pregunta: ¢ Creen que los microorganismos como los hongos
se ven afectados por el tipo de monosacdrido en que crece? éPor qué?:
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ANEXO A

MANEJO DE VARIABLES

A continuacion, se presentan 3 problemas acerca de la construccion de un estudio
experimental, cada situacion seraé mds compleja que la anterior. Con su grupo discuta y
resuelva cada una de ellas.

A. Dos Licenciados en Biologia requieren hacer un estudio acerca de la incidencia del
Fosforo (P) en el crecimiento y desarrollo de la planta del maiz; para esto variaran la
concentracion del mineral en tres cultivos distintos, el primero con una concentracion de
un gramo por mol, el segundo de medio g/mol y el tercero de 0.25 g/mol, teniendo en
cuenta que la concentracién estandar de crecimiento es 0.99 g/mol, dibuje los tres tipos
de graficos y tablas de crecimiento esperados segun su criterio. Tengan en cuenta que se
hicieron las mediciones cada 5 dias por un lapso de un mes y que el crecimiento se midid
en centimetros. (La planta de maiz promedio mide 175 cm).

B. Una hacienda lechera necesita aumentar la produccion de lacteos y carne, pero no tiene
los recursos para conseguir mas cabezas de ganado. Por lo tanto, un ingeniero agricola
les recomienda suministrar tres complejos alimenticios diferentes, sin dar mas de uno al
mismo animal. Al cabo de tres meses se quiere evaluar el incremento de leche generada
y el peso conseguido por 450 reses. Teniendo en cuenta que la cantidad de suplemento
fue igual para todos los bovidos, establezcan los graficos que muestren los resultados de
este estudio. Si se desea saber en qué momento se generd el mayor incremento de
produccion, ¢qué tipo de grafica seria necesaria? ¢Cada cuanto seria prudente tomar los
datos para evidenciar esto?

C. Una compafiia biotecnoldgica desea aumentar la produccion de cuerpo fructifero y
enzimas fungicas mediante la modificacidn de los sustratos en los medios de cultivo junto
con la variacion de un factor como la temperatura. Las cajas de Petri (50 ml) fueron
enriquecidas con 5 diferentes nutrientes, en concentraciones de 5%, 10% y 20% de la
capacidad de cada una. La temperatura se varié en los rangos de 20°C, 30°C y 40°C.
Puesto que antes de llevar a escala industrial una alteracion en el cultivo tradicional se
requiere realizar el estudio en menor medida, establezcan:

1. ¢Cudles son las variables dependientes e independientes del estudio?

2. Si cada combinacidn posible debe hacerse por triplicado, ¢cuantas cajas de
Petri serian necesarias?

3. Si el ciclo de vida el hongo en cuestion es de 3 semanas, ¢cada cuanto se
deberia hacer la toma de datos?

4. Realicen las tablas y curvas de crecimiento necesarias para dar respuesta a
este estudio.

5. Como futuros licenciados, ¢coémo ensefiarian las variables y la
experimentacién de este estudio en una institucion educativa? ¢Podria
replicarse en la escuela?

110



ANEXO A

REFERENCIAS FOTOGRAFIAS

Alexey Kljatov. (2014). Pretty fly. Recuperado de:
https://www.flickr.com/photos/chaoticmind75/14384126166/in/photolist-9oPbSt-kG288X-d1AMBo-kBpjj2-nV5pzh-EDNRPT-
9xGw1p-aTm1LZ-Sm1xFr-Sm1z5t-9xsVo9-FBi9Gi-NNKntg-d32KWE-9iqrxp-8K4jFD-rf7LaE-xSGfVb-eUH3qV-eh1hFf-Qo5v5V-
drCNPA-dsq4i7-FQ2k4o-7cbul5-Kvc5ec-dUjXLW-21BF7AQ-uZMoDA-JGZK6x-nRGvbk-nXdsvG-nsZcHw-RVQIfV-7ummxz-bfMPZa-
7bST5g-d2H2uw-drhjx5-ew2tM8-H1sLNY-euazCH-7UssAW-7tsYzK-akejFs-pDAQeE-xeoZwx-drvzaw-abx8FD-DxNSD6

Carlos A. Bonilla. (2011). Aceites de cocina. Recuperado de:
https://www.flickr.com/photos/patalogico/5581362172/in/photolist-aNihyR-c1IKWFu-4x2UMv-9eVm2j-9Zdoz1-7byvKH-UXgxzF-
jAtzNc-YaX4zp-Xew9b3-9vcWwh-ehirTv-6DYFHB-VVURwb-0TV1tz-qqBkHi-bGy1Ta-gUjvHp-VkvzGu-cmbC9h-nwsMR6-SZ9MxS-
aRMuBe-zSoqgl-7BJfvv

Diego Francisco Nieto Duarte. (Bogotd, 2018). Penicillium. Departamento de Biologia, Universidad Pedagdgica
Nacional, Bogota.

Diego Francisco Nieto Duarte. (Soacha, 2017). Plantas locales. Soacha, Cundinamarca.

Evandro O. Souza. (2009). Frutas. Recuperado de: https://www.flickr.com/photos/spsoul/8011694664/in/photolist-dcY2GC-
S5uDBUZ-aW4WPz-drgTaF-acq4wt-mxP1Ns-deF9Lg-7YXnJf-9C7yDb-cAVLPY-dYbzFw-3pyrBH-3pyrip-dTZT2M-g4ahTu-81hWZp-
88EZCj-gc9TH3-7zt1lua-auPktn-9zJxPM-boCsR7-bBxndx-dCMtWe-dRasGc-fzZKQCN-bBxmsP-qRvDRC-boCvd3-8fP8et-6ekZ95-
249KAdb-8MG4up-pqT5EV-dHIRIN-0kCZeb-5viSIB-nsn5BE-bDgxPw-8dKmPS-21yPLtR-2hMGvt-55XPff-8dKq5f-6GMSSe-9ePY3W-
edZphS-21idhBi-5pcVer-ScgBya

Ibex Technologies. (2011). Comida tipica. Recuperado de:
https://www.flickr.com/photos/ibexmeta/6176184350/in/photolist-apLyr5-apLyJd-7oudQN-bwY8U2-bs2ZoS-bEWHHz-4wNbJw-
a5RvS7-bs34Wy-9daode-bs2Y6s-9dao9K-dJ5t4-8SxNsf-5HjFAk-bEX7DH-apHSc4-bEWfpR-bJFBWV-7UQBVE-bs3acW-bEX6GH-
bEWKYt-bEWxZ8-4rAcAn-9RewXb-bs2JS9-mA8BZw-bEWUgi-7VjQcG-6w8iAX-bs2Mxs-bs2teG-bEWw3M-8nIM9I-ojxWvz-bEWCVF-
bs2ssu-bEWs9c-bs2vUf-7KnuiP-bs2FMY-7orguo-84Li1W-641Yrq-bs2Hdo-bs2wxU-9kfwRx-bEWNdK-bs2LIL

Joel Alvarez. (2018). Patata. Recuperado de: https://www.flickr.com/photos/153163664@N03/40746013762/in/photolist-
adwkga-RFymHX-gArZvK-79mMz5-H5h7To-aAwruv-255zYjE-gkTVv3-4bVUfk-5qrgiu-5VvrPp-4CnUrN-3jpBEy-iDp57N-nDkSH8-
cPf57d-8WWohS-53qYBD-aQfbSP-5dqVpqg-8ZzN3K-6tvTUZ-awmYQs-bxMkPJ-20Y7xb-aQfahP-a34jou-5KMQsC-fZqzUf-75dQQY-
agqlUr3-dnevzg-awn5aC-aQfiwe-kOmUWA-rwDjdw-awn51f-ahyTjS-pb3j3c-SBSFp-aLNqvk-7KS9zM-8em3r4-aQfhEB-aYPhpv-
4Kyayr-48svH9-awkR1d-bz8bES-bQ5KGt

José Sanchez. (2009). Animales. Recuperado de: https://www.flickr.com/photos/41961308 @N08/4065181529/in/photolist-
88SH6h-9sFCdF-dpXbQV-67aaqR-cXblk-7ieKmZ-4Ge1US-98tsm4-5cdG78-bCNw2s-e2W3Bz-73rr6e-7ce7QH-5F2bXb-8253wF-
8282aQ-671U1E-828ge3-ak8tmd-8288Jj-8283H9-67Ztkh-5nzjNc-6ATqtQ-8285XG-Y4tPqM-bRHfce-824ViB-5nziMD-aPEBoe-824ZJH-
8253ZM-828iEG-DnabxY-99QVhU-81wXNx-824YJH-6e4MZh-MfpWSqg-9WS6kB-dvlsgk-4ToYUL-foGExQ-PK9C9-5FFQCZ-btRvKd-
6e7RaN-bFhc7F-nGmzxF-5tjhM2/

Lilyan Farre. (2013). Nutricion. Recuperado de:
https://www.flickr.com/photos/103786639@N08/10011780006/in/photolist-97wM3c-04sgru-7An5BW-pQJw2p-hdUPhf-EYF3wg-
nAnzDh-9LzhbT-nKvLdL-gfGZoE-4YThrx-dAvxdS-dZRdZp-cPQUTu-aC3rsV-6B9ieE-f6az9Z-8jWoNB-dvUrxf-hdRtCG-dSjcb3-ctzgn5-
bwzeZB-9C87Wc-eQ1YiG-dchbDy-amZk4p-zU3Fer-dvNSyg-dRjL7Z-QoNkaw-dZFtRo-NFEKiM-4cb2Q1-f28Zgx-5ffRfd-m75NFM-
74NWFm-EdVGH5-dhy3xk-6PQPnd-8RMHyS-6JvytW-AtLipi-95uTtM-8WJ3r1-6Jrvcz-6JvJuS-6JvCr3-708Pjq

Sammie Vanderstappen. (2013). Chocolatel. Recuperado de:
https://www.flickr.com/photos/93860909@N02/8550591223/in/photolist-6kaUhj-brF6Wk-8XQ553-7zSck4-r3klvM-akVwih-
a9nCFE-9kSnBK-5n0Q9y-8Eadrj-8Z5W4K-9SVx4C-4G1f7n-anV56D-Cnp8rn-9uMVR9-7gWPZe-dzyVEt-9z3an4-aizUo7-98Rnxh-
eVFP7-7EK9FP-e2A1SB-6uMpDf-6j4L9b-bfFvmk-7Q3T76-bvTUqF-byz8wQ-98jEcq-SZAghw-dNGiJw-bsP3R8-7uiNgC-2R5ui-ajh2Lu-
8QxJCt-8r9aMh-9BULkg-dziSJj-7qi93s-daFXMX-91TDet-cuG2ZQ-bgwA7t-6M2pcz-awvRVn-cnpDS3-dtHQRq

Sebastian Giraldo. (2018). Harpia harpyja. Harpy Eagle. Recuperado de:
https://www.flickr.com/photos/segida/40658775992/in/photolist-24WSRzb-aXhCgR-5GHZfd-eD524s-ezYFpD-qdDfHr-bN5zZi-
aCnQLf-4n5fue-6HUxUw-bt4WvR-cDMhdU-7VLaP3-8Nha26-65L3Bj-5GHVPo-dV1qiL-6R6fH4-4TI8Kg-8T8Efm-406asm-did7PS-
em6X6a-f48pTT-RSPoYe-CIWpTc-by4Hqj-bLYof6-owCj8p-Qoa8bU-oP6aN1-6crdgr-qdDmUz-8kDofK-q80Ci2-mk85wk-5ZJjEV-
dJXM95-musf9g-9VHabH-VpozX8-V7KMPa-6mEXff-8E2GxN-6hSWV6-50cLnW-8RTyil-VzAkx9-fgHiyC-qp6PHf

Tab Tannery. (2009). Fungi. Recuperado de: https://www.flickr.com/photos/tabtannery/5272170492/in/photolist-aCNyna-
92TfBf-qDs48W-pfWHNr-8Q7RJ9-aQq35z-q1GHSU-AUzrQu-aHWp2R-XPp6Hf-dqKiSA-77qYdB-DAeAeo-pgH1Ag-77zfSC-8H5g3N-
CwwC9J-TcWayS-pXNxWS-avxep7-0C2o0We-pYWBd3-pFSBbb-gLsUm3-8MsTHG-e3Gf7E-8ENRu2-fLrEYK-asChkT-gAh7Zm-8LnrUK-
auYJJs-8CX9XA-p746dr-XU9teW-rslk-q1FP2v-5cQJcN-71mQRA-dpgCfT-px5i39-C5Yjfw-8QNxKQ-pH3XQ8-pLPQB7-8Nqggce-71hRep-
pXAocD-aBfx5S-aDgdUw

111


https://www.flickr.com/photos/chaoticmind75/14384126166/in/photolist-9oPbSt-kG288X-d1AMBo-kBpjj2-nV5pzh-EDnRPT-9xGw1p-aTm1LZ-Sm1xFr-Sm1z5t-9xsVo9-FBi9Gi-NNKntq-d32KWE-9iqrxp-8K4jFD-rf7LaE-xSGfVb-eUH3qV-eh1hFf-Qo5v5V-drCNPA-dsq4i7-FQ2k4o-7cbuL5-Kvc5ec-dUjXLW-21BF7AQ-uZMoDA-JGZK6x-nRGvbk-nXdsvG-nsZcHw-RVQ9fV-7ummxz-bfMPZa-7bST5q-d2H2uw-drhjx5-ew2tM8-H1sLNY-euazCH-7UssAW-7tsYzK-akejFs-pDAQeE-xeoZwx-drvzaw-abx8FD-DxNSD6
https://www.flickr.com/photos/chaoticmind75/14384126166/in/photolist-9oPbSt-kG288X-d1AMBo-kBpjj2-nV5pzh-EDnRPT-9xGw1p-aTm1LZ-Sm1xFr-Sm1z5t-9xsVo9-FBi9Gi-NNKntq-d32KWE-9iqrxp-8K4jFD-rf7LaE-xSGfVb-eUH3qV-eh1hFf-Qo5v5V-drCNPA-dsq4i7-FQ2k4o-7cbuL5-Kvc5ec-dUjXLW-21BF7AQ-uZMoDA-JGZK6x-nRGvbk-nXdsvG-nsZcHw-RVQ9fV-7ummxz-bfMPZa-7bST5q-d2H2uw-drhjx5-ew2tM8-H1sLNY-euazCH-7UssAW-7tsYzK-akejFs-pDAQeE-xeoZwx-drvzaw-abx8FD-DxNSD6
https://www.flickr.com/photos/chaoticmind75/14384126166/in/photolist-9oPbSt-kG288X-d1AMBo-kBpjj2-nV5pzh-EDnRPT-9xGw1p-aTm1LZ-Sm1xFr-Sm1z5t-9xsVo9-FBi9Gi-NNKntq-d32KWE-9iqrxp-8K4jFD-rf7LaE-xSGfVb-eUH3qV-eh1hFf-Qo5v5V-drCNPA-dsq4i7-FQ2k4o-7cbuL5-Kvc5ec-dUjXLW-21BF7AQ-uZMoDA-JGZK6x-nRGvbk-nXdsvG-nsZcHw-RVQ9fV-7ummxz-bfMPZa-7bST5q-d2H2uw-drhjx5-ew2tM8-H1sLNY-euazCH-7UssAW-7tsYzK-akejFs-pDAQeE-xeoZwx-drvzaw-abx8FD-DxNSD6
https://www.flickr.com/photos/chaoticmind75/14384126166/in/photolist-9oPbSt-kG288X-d1AMBo-kBpjj2-nV5pzh-EDnRPT-9xGw1p-aTm1LZ-Sm1xFr-Sm1z5t-9xsVo9-FBi9Gi-NNKntq-d32KWE-9iqrxp-8K4jFD-rf7LaE-xSGfVb-eUH3qV-eh1hFf-Qo5v5V-drCNPA-dsq4i7-FQ2k4o-7cbuL5-Kvc5ec-dUjXLW-21BF7AQ-uZMoDA-JGZK6x-nRGvbk-nXdsvG-nsZcHw-RVQ9fV-7ummxz-bfMPZa-7bST5q-d2H2uw-drhjx5-ew2tM8-H1sLNY-euazCH-7UssAW-7tsYzK-akejFs-pDAQeE-xeoZwx-drvzaw-abx8FD-DxNSD6
https://www.flickr.com/photos/patalogico/5581362172/in/photolist-aNihyR-c1KWFu-4x2UMv-9eVm2j-9Zdoz1-7byvKH-UXgxzF-jAtzNc-YaX4zp-Xew9b3-9vcWwh-ehirTv-6DYFHB-VVURwb-oTV1tz-qqBkHi-bGy1Ta-gUjvHp-VkvzGu-cmbC9h-nwsMR6-SZ9MxS-aRMuBe-zSoqg1-7BJfvv
https://www.flickr.com/photos/patalogico/5581362172/in/photolist-aNihyR-c1KWFu-4x2UMv-9eVm2j-9Zdoz1-7byvKH-UXgxzF-jAtzNc-YaX4zp-Xew9b3-9vcWwh-ehirTv-6DYFHB-VVURwb-oTV1tz-qqBkHi-bGy1Ta-gUjvHp-VkvzGu-cmbC9h-nwsMR6-SZ9MxS-aRMuBe-zSoqg1-7BJfvv
https://www.flickr.com/photos/patalogico/5581362172/in/photolist-aNihyR-c1KWFu-4x2UMv-9eVm2j-9Zdoz1-7byvKH-UXgxzF-jAtzNc-YaX4zp-Xew9b3-9vcWwh-ehirTv-6DYFHB-VVURwb-oTV1tz-qqBkHi-bGy1Ta-gUjvHp-VkvzGu-cmbC9h-nwsMR6-SZ9MxS-aRMuBe-zSoqg1-7BJfvv
https://www.flickr.com/photos/spsoul/8011694664/in/photolist-dcY2GC-5uDBUZ-aW4WPz-drgTaF-acq4wt-mxP1Ns-deF9Lg-7YXnJf-9C7yDb-cAVLPY-dYbzFw-3pyrBH-3pyrip-dTZT2M-g4ahTu-81hWZp-88EZCj-gc9TH3-7zt1ua-auPktn-9zJxPM-boCsR7-bBxndx-dCMtWe-dRasGc-fzKQCN-bBxmsP-qRvDRC-boCvd3-8fP8et-6ekZ95-249KAdb-8MG4up-pqT5EV-dHiR9N-okCZeb-5viSJB-nsn5BE-bDgxPw-8dKmPS-21yPLtR-2hMGvt-55XPff-8dKq5f-6GMSSe-9ePY3W-edZphS-21idhBi-5pcVer-ScgBya
https://www.flickr.com/photos/spsoul/8011694664/in/photolist-dcY2GC-5uDBUZ-aW4WPz-drgTaF-acq4wt-mxP1Ns-deF9Lg-7YXnJf-9C7yDb-cAVLPY-dYbzFw-3pyrBH-3pyrip-dTZT2M-g4ahTu-81hWZp-88EZCj-gc9TH3-7zt1ua-auPktn-9zJxPM-boCsR7-bBxndx-dCMtWe-dRasGc-fzKQCN-bBxmsP-qRvDRC-boCvd3-8fP8et-6ekZ95-249KAdb-8MG4up-pqT5EV-dHiR9N-okCZeb-5viSJB-nsn5BE-bDgxPw-8dKmPS-21yPLtR-2hMGvt-55XPff-8dKq5f-6GMSSe-9ePY3W-edZphS-21idhBi-5pcVer-ScgBya
https://www.flickr.com/photos/spsoul/8011694664/in/photolist-dcY2GC-5uDBUZ-aW4WPz-drgTaF-acq4wt-mxP1Ns-deF9Lg-7YXnJf-9C7yDb-cAVLPY-dYbzFw-3pyrBH-3pyrip-dTZT2M-g4ahTu-81hWZp-88EZCj-gc9TH3-7zt1ua-auPktn-9zJxPM-boCsR7-bBxndx-dCMtWe-dRasGc-fzKQCN-bBxmsP-qRvDRC-boCvd3-8fP8et-6ekZ95-249KAdb-8MG4up-pqT5EV-dHiR9N-okCZeb-5viSJB-nsn5BE-bDgxPw-8dKmPS-21yPLtR-2hMGvt-55XPff-8dKq5f-6GMSSe-9ePY3W-edZphS-21idhBi-5pcVer-ScgBya
https://www.flickr.com/photos/spsoul/8011694664/in/photolist-dcY2GC-5uDBUZ-aW4WPz-drgTaF-acq4wt-mxP1Ns-deF9Lg-7YXnJf-9C7yDb-cAVLPY-dYbzFw-3pyrBH-3pyrip-dTZT2M-g4ahTu-81hWZp-88EZCj-gc9TH3-7zt1ua-auPktn-9zJxPM-boCsR7-bBxndx-dCMtWe-dRasGc-fzKQCN-bBxmsP-qRvDRC-boCvd3-8fP8et-6ekZ95-249KAdb-8MG4up-pqT5EV-dHiR9N-okCZeb-5viSJB-nsn5BE-bDgxPw-8dKmPS-21yPLtR-2hMGvt-55XPff-8dKq5f-6GMSSe-9ePY3W-edZphS-21idhBi-5pcVer-ScgBya
https://www.flickr.com/photos/spsoul/8011694664/in/photolist-dcY2GC-5uDBUZ-aW4WPz-drgTaF-acq4wt-mxP1Ns-deF9Lg-7YXnJf-9C7yDb-cAVLPY-dYbzFw-3pyrBH-3pyrip-dTZT2M-g4ahTu-81hWZp-88EZCj-gc9TH3-7zt1ua-auPktn-9zJxPM-boCsR7-bBxndx-dCMtWe-dRasGc-fzKQCN-bBxmsP-qRvDRC-boCvd3-8fP8et-6ekZ95-249KAdb-8MG4up-pqT5EV-dHiR9N-okCZeb-5viSJB-nsn5BE-bDgxPw-8dKmPS-21yPLtR-2hMGvt-55XPff-8dKq5f-6GMSSe-9ePY3W-edZphS-21idhBi-5pcVer-ScgBya
https://www.flickr.com/photos/ibexmeta/6176184350/in/photolist-apLyr5-apLyJd-7oudQN-bwY8U2-bs2ZoS-bEWHHz-4wNbJw-a5RvS7-bs34Wy-9daode-bs2Y6s-9dao9K-dJ5t4-8SxNsf-5HjFAk-bEX7DH-apHSc4-bEWfpR-bJfBWV-7UQBvE-bs3acW-bEX6GH-bEWKYt-bEWxZ8-4rAcAn-9RewXb-bs2JS9-mA8BZw-bEWUgi-7VjQcG-6w8iAX-bs2Mxs-bs2teG-bEWw3M-8n9M9-ojxWvz-bEWCVF-bs2ssu-bEWs9c-bs2vUf-7KnuiP-bs2FMY-7orguo-84Li1W-641Yrq-bs2Hdo-bs2wxU-9kfwRx-bEWNdK-bs2LJL
https://www.flickr.com/photos/ibexmeta/6176184350/in/photolist-apLyr5-apLyJd-7oudQN-bwY8U2-bs2ZoS-bEWHHz-4wNbJw-a5RvS7-bs34Wy-9daode-bs2Y6s-9dao9K-dJ5t4-8SxNsf-5HjFAk-bEX7DH-apHSc4-bEWfpR-bJfBWV-7UQBvE-bs3acW-bEX6GH-bEWKYt-bEWxZ8-4rAcAn-9RewXb-bs2JS9-mA8BZw-bEWUgi-7VjQcG-6w8iAX-bs2Mxs-bs2teG-bEWw3M-8n9M9-ojxWvz-bEWCVF-bs2ssu-bEWs9c-bs2vUf-7KnuiP-bs2FMY-7orguo-84Li1W-641Yrq-bs2Hdo-bs2wxU-9kfwRx-bEWNdK-bs2LJL
https://www.flickr.com/photos/ibexmeta/6176184350/in/photolist-apLyr5-apLyJd-7oudQN-bwY8U2-bs2ZoS-bEWHHz-4wNbJw-a5RvS7-bs34Wy-9daode-bs2Y6s-9dao9K-dJ5t4-8SxNsf-5HjFAk-bEX7DH-apHSc4-bEWfpR-bJfBWV-7UQBvE-bs3acW-bEX6GH-bEWKYt-bEWxZ8-4rAcAn-9RewXb-bs2JS9-mA8BZw-bEWUgi-7VjQcG-6w8iAX-bs2Mxs-bs2teG-bEWw3M-8n9M9-ojxWvz-bEWCVF-bs2ssu-bEWs9c-bs2vUf-7KnuiP-bs2FMY-7orguo-84Li1W-641Yrq-bs2Hdo-bs2wxU-9kfwRx-bEWNdK-bs2LJL
https://www.flickr.com/photos/ibexmeta/6176184350/in/photolist-apLyr5-apLyJd-7oudQN-bwY8U2-bs2ZoS-bEWHHz-4wNbJw-a5RvS7-bs34Wy-9daode-bs2Y6s-9dao9K-dJ5t4-8SxNsf-5HjFAk-bEX7DH-apHSc4-bEWfpR-bJfBWV-7UQBvE-bs3acW-bEX6GH-bEWKYt-bEWxZ8-4rAcAn-9RewXb-bs2JS9-mA8BZw-bEWUgi-7VjQcG-6w8iAX-bs2Mxs-bs2teG-bEWw3M-8n9M9-ojxWvz-bEWCVF-bs2ssu-bEWs9c-bs2vUf-7KnuiP-bs2FMY-7orguo-84Li1W-641Yrq-bs2Hdo-bs2wxU-9kfwRx-bEWNdK-bs2LJL
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https://www.flickr.com/photos/153163664@N03/40746013762/in/photolist-a4wkqa-RFymHX-qArZvK-79mMz5-H5h7To-aAwruv-255zYjE-qkTVv3-4bVUfk-5qrgiu-5VvrPp-4CnUrN-3jpBEy-iDp57N-nDkSH8-cPf57d-8WWohS-53qYBD-aQfbSP-5dqVpq-8ZzN3K-6tvTUZ-awmYQs-bxMkPJ-2oY7xb-aQfahP-a34jou-5KMQsC-fZqzUf-75dQQY-aqJUr3-dnevzq-awn5aC-aQfiWe-kQmUWA-rwDj4w-awn51f-ahyTjS-pb3j3c-SBSFp-aLNqvk-7KS9zM-8em3r4-aQfhEB-aYPhpv-4Kyayr-48svH9-awkR1d-bz8bES-bQ5KGt
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ANEXO B

DIAPOSITIVAS DE LA CLASE
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GENERALIDADES! H H 4 GARAGTERISTICAS
|

*SON LOS  GLUCIDOS  MAs I i
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ANEXO C

UNIDAD DE PRACTICA DE LABORATORIO

CRECIMIENTO FUNGICO Y RECONOCIMIENTO DE GLUCIDOS

Objetivos

e Reconocer las distintas formas propuestas para llevar a cabo la medicion y registro
del crecimiento fangico.

o Identificar las ventajas y desventajas de cada método utilizado.

e Diferenciar las propiedades de algunos azucares mediante tres reacciones distintas.

1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 RECONOCIMIENTO DE GLUCIDOS
Prueba de Barfoed

Este es un ensayo quimico usado para la deteccién de monosacaridos basado en la reduccion
del Cobre (Cu) en forma de acetato a su forma de 6xido, lo cual forma un precipitado de
tonalidad roja.

RCOH + 2Cu*? + 2H,0 — RCOOH + Cu20 + 4H*

El grupo aldehido del azdcar simple que se halla en forma hemiacetal se oxida a su
correspondiente &cido carboxilico. Los disacaridos pueden reaccionar también, pero la
reaccion tomara un lapso mas extenso.

El reactivo estd compuesto por una solucion 0,33 molar de acetato de cobre neutro en una
solucion de 1% de acido acético.

Prueba de Seliwanoff

Es una prueba quimica utilizada para diferencias aldosas y cetosas, basada en el hecho de
que, una vez calentadas, las primeras se deshidratan mas rapido que las segundas.

El reactivo consiste en resorcinol y acido clorhidrico concentrado. La cetosa deshidratada
reacciona con el resorcinol produciendo una coloracion rojiza. Asimismo, las aldosas podrian
reaccionar dando como resultado una coloracién rosécea.

Prueba de Bial

Es un ensayo quimico para la diferenciacién de pentosas y hexosas. Si la primera esta
presente, se deshidratara a forma furfural, la que reaccionara con el orcinol para dar una
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sustancia coloreada. La solucién se tornara azul verdoso puede formar un precipitado. Si
existe una hexosa, puede dar una coloracion que va desde el café hasta el gris

El reactivo consiste en 0,4 g de orcinol, 200 ml de &cido clorhidrico concentrado y 0,5 ml de
una solucion de 10% de tricloruro de hierro.

1.2 CRECIMIENTO FUNGICO
Penicillium sp

Los hongos del género Penicillium son mohos comunes que crecen sobre muy variados
sustratos como alimentos preparados o sus componentes de origen vegetal o animal, si hallan
el agua y los nutrientes requeridos. Este género se caracteriza por la formacion de conidios
en estructuras con ramas similares a pinceles que acaban en células conididgenas
denominadas fialides.

En cuanto a los medios de cultivo,
para estudios taxonémicos las
cepas se siembran y se observan en
condiciones de laboratorio
normalizadas con sustratos en los
que existe una ligera variabilidad
dependiendo de la fuente de agar,
extracto de levadura o agua, del
mismo modo que del volumen del
medio vaciado en las placas.

Figura 1.1 Vista de Penicillium sp
a 40X. Son observables Ilos
conidios.

(Fotografia de D.F. Nieto, 2018).

Conteo de UFC

El conteo por medio de unidades formadoras de colonias (UFC), se basa en el conteo de
bacterias u hongos en la caja de Petri, este conteo se realiza usualmente con instrumentos
anexos, tales como, el contador de colonias, el cual permite contar de manera precisa el
numero de UFC.
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Conteo por Area de Dispersion

Esta técnica de conteo de microorganismos es poco utilizada en el conteo de bacterias, no
obstante, en el conteo de micromicetes es bastante util, ya que, permite evaluar de manera
precisa la dispersion de los hongos en el medio de cultivo, su realizacion es bastante simple
se basa en colocar papel de medicién o milimetrado a contraluz en la caja de Petri y medir
en milimetros cuadrados el area donde el hongo se ha desarrollado

Dato por Biomasa

Este método requiere de la separacién del hongo y el sustrato para ser llevado a una bascula
de precision donde se determinara el peso exacto. Cabe anota que cuanto mas seco quede el
microhongo, méas exacta sera la medicion y el registro de la masa obtenida.

2. PROCEDIMIENTO

2.1 RECONOCIMIENTO DE MONOSACARIDOS
Reacciéon de Barfoed

e Coloque en un tubo de ensayo 2.0 ml de la solucidn del carbohidrato y agregue 2 ml
del reactivo de Barfoed.
e Caliente en bafio maria a ebullicion.

e La formacién de un precipitado rojo entre 5 y 7 minutos es prueba positiva para
Monosacéaridos Reductores.

e Si el precipitado se forma entre 10 y 12 minutos, la prueba es positiva para
Disacéaridos Reductores.

Reaccion de Seliwanoff

e Coloque en un tubo de ensayo 2.0 ml de la solucién del carbohidrato y agregue 2 ml
del reactivo de Seliwanoff.

e Caliente en bafio maria a ebullicion por dos minutos.

e La formacion de una coloracion roja es prueba positiva para cetosas.

e Si se presenta una coloracion rosa podria significar la presencia de una aldosa.

Reaccion de Bial

e Cologue en un tubo de ensayo 2.0 ml de la solucion del carbohidrato y agregue 3 ml
del reactivo de Bial.

e Caliente en bafio maria a ebullicion y observe.

e La formacion de una coloracion verdosa es prueba positiva para pentosas.

e Sise presenta una coloracién marrdén o grisacea puede representar la presencia de una
hexosa.
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2.2 CRECIMIENTO FUNGICO

Previamente algunos integrantes del componente prepararon una serie de medios de cultivo
en los cuales se llevara a cabo la siembra del Penicillium sp. Del mismo modo, se les
proporcionaran 9 cajas de Petri previamente sembradas, cuyo sustrato ha sido enriquecido
adicionando Glucosa, Xilosa y Fructosa con 3 pH distintos, para que puedan ejecutar los
conteos socializando los datos recolectados y registrarlos para la realizacion del
correspondiente Informe de Laboratorio.

Siembra del Penicillium sp

En cada mesa de trabajo enciendan un mechero durante unos minutos y no lo apaguen.
Tomen un asa y esterilicenla en el fuego.

Destapen la caja de Petri con el sustrato y enfrien el asa en el medio de cultivo.

De las cajas suministradas por el Maestro Encargado, tomen una muestra del hongo
y depositenla en el centro del nuevo cultivo.

Repitan esto hasta que cada estudiante de la mesa haya sembrado el hongo.

Cierren y tapen la caja de Petri.

Conteo por UFC

Enciendan el Contador de Colonias y ubiquen una a una las cajas de Petri.

Alejen la lupa del Contador cuanto consideren necesario para facilitar el conteo.
Tengan en cuenta las colonias m&s maduras segun las indicaciones del Maestro
Encargado.

Registren el dato total en cada uno de los 9 medios.

Conteo por Area de Dispersion

Coloquen una hoja de papel milimetrado bajo la caja de Petri.

Dibujen el contorno del &rea ocupada por las distintas colonias.

Cuenten los cuadros pequefios (mm?) y totalicen el dato.

Sugerencia: La luz de un celular o de un Contador de Colonias o linterna puede
facilitar la realizacion de la grafica.

Sugerencia: Si el area ocupada es mayor al area vacia, cuenten los cuadros de espacio
sin hongo y luego hagan la resta teniendo en cuenta el area total de la caja de Petri.

Conteo por Biomasa

Coloquen los cultivos en un recipiente plastico y calienten en un horno de microondas
durante 45 segundos por cada caja de Petri.

Usando unos guantes gruesos o un material similar, destapen la caja de Petri.

Con ayuda de un asa, retiren el hongo que estara flotando en el medio ahora liquido.
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e Depositenlo durante algunos segundos sobre una toalla de papel.

e Mientras tanto coloquen un vidrio de reloj o un trozo de papel sobre la bascula de

precision y calibren a 0 g.

e Cologuen el hongo sobre el vidrio de reloj y registren el dato observado en la pantalla.

REGISTRO DE DATOS

Para facilitar el registro de las mediciones observadas se sugiere el uso de las siguientes
tablas. No obstante, otros formatos pueden ser aceptados, pero aqui se les presenta una forma

ordenada de hacerlo, con la menor cantidad de tablas necesarias.

Area . pH
(mm?) PH Acido Neutro

pH Basico

Glucosa

Xilosa

Fructosa

Biomasa

(9)

pH

H Aci
P cido Neutro

pH Basico

Glucosa

Xilosa

Fructosa

pH

F H Aci
UFC ] pHAcido |\ itro

pH Basico

Glucosa

Xilosa

Fructosa
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